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Abstrakt

Traumatické misni poranéni (MP) je zavazny stav s ¢asto velmi vaznymi a trvalymi
nasledky. Vsoucasné dobé neexistuje Zadna efektivni lé¢ba. Po pocatecnim
mechanickém poranéni michy se spousti kaskdda mnoha sekundarnich déju, které dale
potencialni terapeuticky vliv fotobiomodulace, pfirodnich protizanétlivych sloucenin
epigallocatechin-3-galatu (EGCG), kurkuminu, jejich kombinace a Cisté syntetické formy
kurkuminu nazvané nanokurkumin na ndasledky experimentalniho MP u potkan.

Fotobiomodulace s vyuzitim dvou synchronizovanych vinovych délek 808 a 905
nm vedla krychlejSimu funkénimu zotaveni po MP, coz bylo hodnoceno sérii
lokomotorickych testd a somatosenzorického plantar testu. Skupina |écena
fotobiomodulaci si vedla |épe ve viech sledovanych testech. Vysledky histopatologické
analyzy ukazaly pozitivni vliv Ié¢by na zachovani Sedé i bilé hmoty a nase vysledky rovnéz
naznacuji upregulaci prospésnych M2 mikroglii/makrofagd po lécbé, coZz bylo
hodnoceno imunohistochemickou a RT-gPCR analyzou. Vysledky ukazuji, Ze
fotobiomodulace je nadéjnou neinvazivni metodou pro zlepseni motorickych funkci a
ochranu misni tkané po MP.

EGCG a kurkumin jsou pfirodni sloué¢eniny znamé v ¢inské mediciné jiz po staleti.
Ve druhé ¢&asti prace byl sledovan jejich neuroprotektivni a imunomodulaéni vliv na
sekundarni nasledky MP. Obé slouceniny ovlivnily zanétlivou reakci a podilely se na
regeneraci tkané diky zménam hladin cytokind a ovlivnénim tvorby gliové jizvy.
Nepozorovali jsme synergicky efekt kombinace téchto dvou Ilatek. Synteticky
nanokurkumin nabizi novou moznost, jak zvysit biologickou dostupnost kurkuminu
v téle. Po lécbé nanokurkuminem jsme u potkanU nalezli zmény v pohybu zadnich
koncetiny, zvySené zachovani bilé miSni hmoty a sniZenou tvorbu gliové jizvy.
Nanokurkumin ma rovnéz imunomodulacni vlastnosti, které zlepsuji zanétlivou odpovéd
v misté léze brzy po vzniku MP.

Nase vysledky ukazuji potencial vSech sledovanych terapii zmirfiovat nasledky
traumatického poranéni michy.

Klickova slova: misni poranéni, fotobiomodulace, EGCG, kurkumin,

neuroregenerace



Abstract

Traumatic spinal cord injury (SCI) is severe condition with devastating long-
lasting consequences. There is still no available treatment. After initialing mechanical
trauma, there is a huge cascade of secondary reactions which amplifies the damage. This
thesis is focused on potential therapeutic effect of photobiomodulation, natural anti-
inflammatory compounds epigallocatechin-3-gallate (EGCG), curcumin, their
combination and extrapure synthetic form of curcumin called ,nanocurcumin® on
impacts of experimental model of SCl in rats.

Photobiomodulation using combination of two synchronized wavelengths 808
and 905 nm improved functional recovery after SClI evaluated by battery of locomotor
tests and somatosensory plantar test. The group treated by photobiomodulation obtain
better results in all tests. The histopathological analysis showed a positive effect on
white and gray matter sparing and our data suggests an upregulation of M2
microglia/macrophages in photobiomodulation treated rats assessed by
immunohistochemical and RT-gPCR analysis. Our results demonstrated that the
photobiomodulation is a promising non-invasive therapy for improving functional
recovery and tissue sparing after SCI.

EGCG and curcumin are natural compounds known in Chinese medicine for
centuries. Their neuroprotective and immunomodulatory effect was investigated in
second part of the thesis. Both compounds influenced the immune response and tissue
regeneration through changes in cytokine levels and glial scar formation after severe
SCI. We did not observe the synergistic response of combination EGCG and curcumin.
The synthetic nanocurcumin offers a new delivery system of curcumin with higher
biological availability. We found significant changes in the locomotor patterns of the
hindlimbs, histology and immunohistochemistry revealed protection of the white
matter and reduction of the glial scar. It also has immunomodulatory properties which
ameliorate the local immune response in the early stage of the SCI.

Our data suggests the potential of all investigated terapies to mitigate the impact
of SCI.

Key words: spinal cord injury, photobiomodulation, EGCG, curcumin,

neuroregeneration
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1 UvoD

1.1 Centralni nervovy systém

Nervovy systém lidského téla se sklada ze dvou casti, centrdlniho a periferniho
nervového systému. K centralnimu nervovému systému (CNS) patfi mozek a micha.
Hlavnimi burikami tvofici tkan CNS a pfenasejici informace jsou neurony. Jsou zakladni
strukturni i funkéni jednotkou. Jejich velikost a tvar se lisi dle typu a funkce a pohybuje
se od 5 um (interneurony) po vice nez 100 um (motoneurony). Burika neuronu se sklada
z bunécného téla, dendritl a jednoho i vice axon(. Dendrity pfijimaji a integruji pfichozi
informace, axony Sifi informace na dalsi burniky pres specializované mezibunécné spoje
zvané synapse.

Dalsimi burikami CNS jsou neuroglie, které Ize délit na makroglie vzniklé pti vyvoji
z neuradlni trubice a mikroglie, které jsou mezodermalniho plvodu. K makrogliim se fadi
astrocyty a oligodendrocyty. Astrocyty jsou velké buriky hvézdicovitého tvaru s ¢etnymi
vybézky a mnoha rGznymi funkcemi. Jejich vybézky nasedaji na stény krevnich kapilar
v mozku a prebiraji z krve potfebné Ziviny pro neurony. Dalsi vybézky nasedaji na
neurony a jejich synaptickd spojeni a komunikuji s nimi pomoci gliotransmiterd.
Astrocyty se rovnéz podili na udrZzovani extracelularni iontové rovnovaze a hraji
vyznamnou Ulohy pti poskozeni nervové tkané.

Oligodendrocyty vytvati myelinovd pouzdra, kterd izoluji axony. Jeden
oligodendrocyt mize obalovat nékolik axonU. V perifernim nervovém systému plini tuto
ulohu Schwannovy bunky, ty vsak obaluji vidy pouze jeden axon. Tyto buriky jsou
dllezité pro urychleni prenosu informaci a pro zabranéni preskakovani elektrického
vzruchu mezi jednotlivymi vlakny.

Mikroglie jsou imunitnimi burikami CNS. Za fyziologickych podminek v klidovém
stavu maji malé jadro a jsou bohaté rozvétvené. Jejich vybézky se neustale pohybuji po
okoli a monitoruji prostredi. V pfipadé poranéni jsou velmi rychle aktivovany a migruji
do mista poranéni, méni svou morfologii, jsou schopny fagocytdzy a sekretuji signalni

molekuly.
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1.2 Micha

Micha je dlouhd nervova trubice prochazejici misnim kandlem. PFijima informace
z téla prostrednictvim senzorickych neuront a prendsi tyto informace do mozku. Tok
informaci rovnéZ proudi z mozku prfes michu a jeji motoneurony do celého téla a
zprostredkovava tak pohyb. Micha je rozdélena na 31 segmentd, které se sdruzuji do
oblasti — kréni, hrudni, bederni, kfizové a kostréni. Z kazdého segmentu michy vychazi
skrz misni rohy nervové koreny, které se spojuji do misnich nerv(, kazdy nerv je tvoren
jednotlivymi axony.

Micha je uloZena v miSnim kanale uvnitf kosténé paterfe (Obrdzek 1). Pater se
skldda z jednotlivych kosténych obratl(. Kazdy obratel je od nasledujiciho oddélen
fibrézni pojivovou tkani zvanou meziobratlova ploténka. Micha méfi pfiblizné 40-50 cm.
V oblasti bedernich a kfizovych nervli se zakonceni michy nazyva cauda equina neboli
korisky ohon. Z néj vychazi nervové svazky sakrdlniho segmentu nazyvané conus
medullaris, které kon¢i na Urovni druhého bederniho obratle.

Micha se sklada z vnitFni $edé hmoty, ktera obsahuje téla neurond. Sedd hmota
ma na pricném fezu tvar motyla a obklopuje ji bild hmota, kterd obsahuje axony vedouci
informace mezi jednotlivymi Useky michy nebo axony zprostfedkovavajici tok informaci
mezi michou a mozkem. Neurony dorzalni ¢asti Sedé hmoty prenaseji senzorické a
senzitivni informace a neurony ventralni poloviny Sedé hmoty zprostfedkovavaji pfenos
motorickych funkci a jsou mezi nimi motoneurony, jejichz axony prochazi pfimo ke
svalim a vytvari s nimi kontakty.

Z michy vystupuji dva typy nervovych kofenu, dorzalni kofen je tvoren
senzorickymi axony a ventralni je tvofen motorickymi axony. Téla neurond, jejichZ axony
vedou dorzalnim kofenem, jsou uloZena v dorzalnich misnich ganglionech, které se
nachazi také v patefi, avsak mimo michu. Axony motoneuronl opousti michu pres
ventrdlni rohy a pokracuji do sval(. Elektricky impulz putuje na konec motorického
axonu az ke svalové burice, kde wvytvafi velké a komplexni synapse nazyvané
nervosvalové ploténky. Zde je axony uvolfovan neuropifenasec acetylcholin, ktery

zpusobi elektrickou excitaci svalovych bunék a jejich kontrakci, coz vyvola pohyb.

Senzorickad nervova zakonceni ve svalu monitoruji stupen protazeni a vysilaji elektrické
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signdly motoneurondm v mise a informuji je o protaZeni svalu. Tato senzoricka zpétnd
vazba je nezbytnd pro spravné fungovani svall a pro vznik reflexa.

Senzorické axony aktivujici motorické neurony vytvari vétve, které mifi do
mozkového kmene cestou dorzalni bilé hmoty miSni. Poskytuji mozku informace o
svalové kontrakci. Nervové burnky v mozku vysilaji axony do michy a davaji pfres
motorické neurony pokyn k zahajeni pohybu. Nejvétsi z téchto sestupnych drah z mozku
se nazyva kortikospindlni trakt a je soucdsti motorického sytému. Axony
kortikospinalniho traktu se kfiZi na urovni prodlouzené michy, takze leva strana mozku
ovlada pravou stranu téla a naopak.

Senzorické funkce jsou z téla do mozku vedeny dvéma hlavnimi cestami. Prvni
jsou velké myelinizované axony nesouci informaci o lehkém doteku, pozici kloubl a
vibracich. Tyto vlakna stoupaji v dorzdlnich provazcich na stejné strané téla, ze které
pochazi. Tyto vldkna nesou informaci slouZici mozku k interpretaci informaci s vysokou
presnosti a rozliSenim.

Druhou cestou vedeni senzoriky jsou mensi axony vedouci Siroké spektrum
senzorickych modalit zahrnujici bolest a teplotu, které ale nejdou cestou pfimych
provazcli do mozku. Tyto axony vytvari synapse se sekundarnimi senzorickymi axony
uloZzenymi v zadni ¢asti Sedé hmoty (v dorzalnich rozich). Tyto sekundarni neurony pak
posilaji jejich axony na druhou polovinu michy do anterolateralniho sloupce.

ventralni kortikospinalni trakt

tektospinalni trakt

dorzalni sloupec vestibulospinalni trakt

L retikulospinalni trakt

zadni mini artérie . lateralni
spinotalamicky trakt lateralni kortikospinalni

trakt

misni nervy senzoricky

v rubrospinalni
kofen

ventralni

spinotalamicky
meziobratlova

ploténka

obratel

pfedni migni artérie

motoricky kofen

Obrazek 1. Stavba patere a michy. Upraveno z (Ahuja et al., 2017).
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1.3 Patologie misniho poranéni

Misni poranéni (MP) vede k poskozeni vedeni vzrucht michou, ¢imz je ovlivnéna
nejen hybnost, ale i dalSi télesné systémy. Poranéni ma vliv na spoustu aktivit béZzného
denniho Zivota. V Ceské republice je incidence MP mezi 250 a 300 jedinci roéné, co? je
pfiblizné 16,6 pfipadd na 1 milion obyvatel za rok. Z vétsi ¢asti se jednd o muze,
pramérny vék pacientu je 49 let (JEP, 2018).

MP je komplexni série lokdlnich a systémovych sekunddarnich odpovédi na
pocatecni primarni poranéni. Sekundarni faze téchto patofyziologickych procesu
zhorsuje pocatecni poskozeni, coz brani endogennimu uzdravovani a snaze o regeneraci.
MP je velmi heterogenni, kazdy pacient je jedine¢ny z dlivodu rliznych pfi¢in poskozeni,
jiné architektury léze a ndsledk(. To déla I|écbu nesnadnou a vyzkum vyZaduje
rozmanitou Skalu zvifecich modelll MP. V soucasné dobé neexistuje zadna efektivni
terapie. Vyvoj Uspésné |éCby musi byt zaloZzen na hlubsim porozuméni patofyziologie MP
a pochopeni jednotlivych atributl pfispivajicich k progresi MP.

Micha je za fyziologickych okolnosti chranéna pred poskozenim kosténymi
obratli. Traumatické sily, jako jsou dopravni nehody, skoky do mélké vody, nebo zranéni
pfi sportu, mohou zpUsobit poranéni patere vedouci ke vzniku MP. Vétsina pripadu
vznikd timto tupym poranénim michy. Avsak existuji i pfipady penetrujiciho traumatu
vlivem bodného nebo strelného zranéni (Burney et al., 1993). Nelrazové pric¢iny mohou
byt cévniho plvodu, pfi zanétlivych a nddorovych onemocnénich.

Micha je malokdy béhem zranéni Uplné pferusena a to i v pfipadech velmi
vaznych neurologickych poruch (Sekhon and Fehlings, 2001). Béhem primarniho
poskozeni na ni plsobi stfizné a tazné sily, Castéji se vSak jedna o kontuzi a kompresi.
V nizkém procentu pripadd dochazi klaceraci nasledkem nasilného vniknuti ciziho
predmétu nebo fragmentem obratle (Tator, 1995).

Studie na potkanech prokazaly zvysujici se neurologické poskozeni v zavislosti na
sile traumatu a ¢asu komprese (Nystrom and Berglund, 1988). Buriky, predevsim
neurony a jejich axony, se stavaji permeabilizovanymi ihned po poranéni kvali
kompresnim a stfiznym sildm (LaPlaca et al., 2007; Choo et al., 2007), coz vede
k okamzité bunécné smrti. Fyzické poskozeni tkdné rovnéz vede k poskozeni lokalniho

cévniho recisté, coz vyvola vznik edému a hemoragie predevsim v dobfe prokrvené Sedé
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hmoté. Akutni neuroanatomické nasledky poskozeni v disledku poruseni funkci a smrti
neuronu a dalSich bunéénych typld maji vliv na motorické, senzorické a autonomni
funkce v urovni poSkozené michy. Navic axonalni poskozeni vede k poruse komunikace
v aferentnich i eferentnich drahdch bilé hmoty.

Sily, zavaZznost a lokace primarniho inzultu rozhoduje o povaze sekundarnich
déjq, které maji podil na rozsahu tkanového a funkéniho poskozeni. Pocatecni trauma
zasazené tkané a pfispivaji k dalSimu odumirani bunék. Na druhou stranu existuji
endogenni procesy, které se snazi omezit Sifeni |éze a pokousi se tkan regenerovat a
znovu spojit poskozené signalni drahy.

U lidi a potkant dochdzi v misté léze ke vzniku cystické kavity vyplnéné tekutinou,
ktera se ¢asem rozsifuje z epicentra radialné i rostrokaudalné. Do mista léze se infiltruji
makrofagy, lymfocyty a dochazi k demyelinizaci a aktivaci mikroglii v misté |éze (Nashmi
and Fehlings, 2001). Astrocyty proliferuji a obklopuji kavitu ve snaze zabranit dalSimu
Sireni poskozeni a vytvafi gliovou jizvu (Faulkner et al., 2004). Tato gliova jizva vsak
rovnéz vytvati fyzickou i chemickou bariéru pro axondlni regeneraci. Fibrdzni jizva je
tvorena kolagenem a Skalou inhibi¢nich molekul extraceluldarni matrix (ECM). Dochazi
k Wallerové degeneraci poskozenych axonl (Ehlers, 2004), které se rozpadaji a jsou

fagocytovany makrofagy.

1.3.1 Akutni poranéni

Po primarnim fyzikdlnim poskozeni tkdné a smrti neurond zacinad sekundarni
poskozeni. Akutni faze (Obrazek 2) 24 az 48 hodin po poranéni je charakteristicka
ischemii, energetickou a iontovou dysbalanci, excitotoxicitou a brzkymi zanétlivymi
reakcemi, které vedou k nekréze a pozdéji apoptdze bunék. Ddle jsou vtéto fazi
aktivovany mikroglie produkty vzniklymi pfi nekréze a ty dale sekretuji zanétlivé
cytokiny, které do mista léze pfitahuji systémové zanétlivé bunky.

Vazokonstrikce a narusend autoregulace spolu shemoragii a poruchou
mikrocirkulace v misté poranéni pfispiva k celkové ischemické patologii. Po poranéni je
porusena schopnost regulovat lokalni tlak krve v miSe, coz vede k snizenému pritoku

krve, Cemuz prispiva i celkova systémova hypotenze (Guha et al., 1989; Guha and Tator,
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1988). Vazokonstrikce mizZe byt zplsobena samotnym poskozenim nebo uvolnénymi
vazoaktivnimi faktory jako je histamin nebo oxid dusnaty (NO) (Anthes et al., 1996).

Dysfunkce v metabolické homeostdaze sodnych (Na*), draselnych (K*) a
vapenatych (Ca?*) iontl spolu s glutamatem poskozuje spravné fungovani bunék a
navozuje bunélnou smrt. MP vede k zvy3eni intraceluldrni koncentrace Na* a Ca?*
v axonech kvili selhavani iontovych pump, inaktivaci iontovych kanall, reverznimu
chodu iontovych vyméniki a membrdnové depolarizaci (Stys and Lopachin, 1998;
Agrawal and Fehlings, 1996). Intracelularni zvy$eni iontd Ca?* v astrocytech a
oligodendrocytech a nadmérna glutamatova signalizace mohou hrat roli v poskozeni bilé
hmoty (Li and Stys, 2000). Poskozeni zpétného vstiebavani glutamatu astrocyty je z
dlvodu poskozené funkce glutamatovych transportér(i, bunééné smrti a uvolfiovani
glutamatu neurony, axony a gliemi pres reverzni Na*-dependentni glutamatoré
transportéry. VSechny tyto pochody vedou ke zvySeni intraceluldarni koncentrace
glutamatu (Li et al., 1999). Toto zvyseni je pozorovano v prvnich 3 hodinach po MP a
vede ke zménam ve funkcich glii a axonl a k bunééné smrti neurond Sedé hmoty
(McAdoo et al., 1999; Liu et al., 1999).

Zmény v akutnim energetickém metabolismu po MP jsou charakteristické
nedostatkem adenosin trifostatu (ATP), pocatec¢nim poklesem koncentrace glukdzy a
narlstem pomeéru laktat/pyruvat (Anderson et al., 1980; Braughler and Hall, 1984).
Vysledny deficit v energetickém metabolismu je zpUsoben snizenym prokrvenim tkané
a nedostupnosti glukdzy pro buriky.

Nadbytek vapnikovych iontl v burice ma za ndsledek neurondlni bunécnou smrt
a axonalni degeneraci zplUsobenou aktivaci proteinovych kindz a protedz a
mitochondridlni dysfunkci. Nékteré protedzy jsou aktivovany ihned po MP pravé diky
zvy$ené koncentraci Ca%* iontll a vedou k degradaci cytoskeletalnich protein(, jako jsou
neurofilamenta a mikrotubuly, ¢imz narusuji axonalni integritu a funkci (Banik et al.,
1997).

Vysoké hodnoty intracelularniho vapniku rovnéz narusuji spravné fungovani
mitochondrii, které ndsledné produkuji zvySené mnozstvi reaktivnich forem kysliku
(reactive oxygen species, ROS) v neuronech a gliovych burkach (Hall, 1989; Lewen et al.,

2000). Maximum produkce ROS bylo experimentalné stanoveno na 12 hodin po MP a
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zvysena hladina ROS pretrvava 4 az 5 tydnl (Donnelly and Popovich, 2008). Kromé
nekrotické bunécné smrti mohou burky vystavené oxida¢nimu stresu prechazet do
bunécéné smrti apoptézou (Mronga et al.,, 2004; Bao and Liu, 2003). Soucasti
mitochondriemi produkovanych ROS je superoxid (O2) a peroxid vodiku (H20;). Pokud
superoxid neni neutralizovan, Oy mulzZe reagovat s NO, ¢imZz dojde ke vzniku
peroxynitritu (-ONOO), jednoho z nejvice aktivnich a Skodlivych volnych radikalG. Pokud
produkce ROS presahne antioxidativni kapacitu bunék, jako je tomu v pfipadé
mitochondridlni dysfunkce, tyto reaktivni molekuly mohou poskodit proteiny, DNA a
lipidy. Zdrojem ROS po poskozeni nervové tkdné mohou byt i infiltrované neutrofily
(Carlson et al., 1998).

Po MP se spousti zanétlivd odpovéd, coZ je komplexni interakce mistnich a
systémovych mediatorl. Zanétlivy proces pfispiva k sekundarnimu poskozeni, ale
zaroven je dulezity pro obnovu tkané naptiklad diky odstrafiovani zbytkd bunécnych tél.
Béhem nékolika hodin po MP jsou aktivovany mikroglie, pro néz je signdlem poranéni
cév, ztrata tkanové homeostazy a produkty nekrézy (ATP, DNA, extracelularni draselné
ionty). Mikroglie méni svou morfologii z rozvétvené do améboidni a uvolnuji do okoli
cytokiny jako faktor nddorové nekrdzy a (tumor necrosis factor a, TNFa), interferon A
(IFNA), interleukin (IL)6, IL1B a NO. Tyto cytokiny pfitahuji systémové zanétlivé bunky a
moduluji proteinovou expresi v neuronech a gliich. Vysledkem je neurotoxicita a
poskozeni myelinu (Carlson et al., 1998; Popovich et al., 1997; Hausmann, 2003; Fleming
et al., 2006). Prvni systémové zanétlivé buriky, které se infiltruji do mista poskozeni
béhem prvnich nékolika hodin, jsou neutrofily. Tento bunécény typ je v misté léze
v maximalni koncentraci prvni dva dny (Donnelly and Popovich, 2008; Carlson et al.,
1998; Fleming et al., 2006). Neutrofily uvolfiuji melatoproteindazy a myeloperoxidazy,
které jsou zdrojem ROS, coz mizZe vést k peroxidaci lipid(.

Dalsim dusledkem MP je poSkozeni hematoencefalické bariéry, které pretrvava
dlouhou dobu po primdrnim mechanickém poskozeni lokalniho cévniho recisté kvdali
vlivu zanétlivych mediatord na endotelidlni bunky a umirani astrocytd. Studie na
potkanech ukdazaly nejvyssi permeabilitu 24 hodin po MP s pfetrvanim poskozeni dva

tydny (Noble and Wrathall, 1989). Zanétlivé cytokiny IL1B a TNFa jsou zodpovédné za
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akutni narlst cévni permeability (Schnell et al., 1999). Narlst exprese ROS, NO,

histaminu a metaloproteinaz pfispiva k prodlouzeni doby permeability.

Vazokonstrikce
Poru$end HEB Hemoragie Sekrece
prozanétlivych Uvglhovéni ATP a
cytokinti Na

Poskozeni axonu

Infiltrace Q[{} Nekréza bunék Proapoptoticka signalizace

zanétlivych {:} Edém

. Demyelinizace axon(
bunék
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Obrazek 2. Déje v akutni fazi. Upraveno z (Ahuja et al., 2017).

1.3.2 Subakutni faze

Subakutni faze (Obrazek 3) trva priblizné od 2 dnli do 2 tydn(. Tato faze je
charakteristickd masivni infiltraci imunitnich bunék, reaktivni astroglidzou,
remodelovanim ECM, dalSim odumiranim bunék a pokracujici axondlni demyelinizaci a
degeneraci. Zreparacnich endogennich reakci organismu dochazi k proliferaci
endogennich progenitorovych bunék, odstranovani bunécnych zbytkd, angiogenezi a
ohranifeni mista poSkozeni astrocytarni jizvou.

Do mista léze doputuji monocyty 2 az 3 dny po primarnim poskozeni a zUstavaji
pfitomny a aktivovany nékolik tydn( (Popovich et al., 1997; Sroga et al., 2003; Blight,
1992). Aktivaci vznikaji z monocytli makrofagy, které jsou morfologicky nerozlisitelné od
rezidentnich mikroglii, sdili s nimi i podobny profil exprese cytokini. Makrofagy se
stavaji chronicky pfitomnymi bunéénymi elementy vyskytujicimi se v miSe po poranéni
u potkant i lidi. Pfitomnost téchto typl bunék ma prinosny i skodlivy efekt, avsak
vSechny jejich role nejsou pfilis objasnény (Kigerl et al., 2009; Popovich et al., 1999;
Shechter et al., 2009).

Reakce makrofagl (véetné téch vzniklych z mikroglii) v misté poranéni jsou velmi

heterogenni. Jedna skupina makrofagl podporuje spiSe degeneraci (M1), druha prispiva
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k regeneraci (M2) (Kigerl et al., 2009). Avsak toto rozdéleni neni jednoznacné a spise
existuje celd skala bunécnych typU neZ rozdélené skupiny (Hawthorne and Popovich,
2011). Transplantace makrofagli s M2 fenotypem nebo manipulace endogennimi
makrofagy do M2 fenotypu zmirfiuje patologii, podporuje regeneraci a napomaha
funkénimu zlepSeni po MP u potkan( (Guerrero et al., 2012; Rapalino et al., 1998;
Nakajima et al., 2012; Miron et al., 2013).

T-lymfocyty vstupuji do michy mezi 3. a 7. dnem po MP v odpovédi na
cytokinové/chemokinové signdly z aktivovanych mikroglii a makrofagli (Donnelly and
Popovich, 2008; Fleming et al, 2006). T-lymfocyty mohou regulovat
makrofagovou/mikroglidini aktivitu pfedevsim kontrolovanou sekreci prozanétlivych &i
protizanétlivych cytokinl. Diky cytokinové signalizaci, CNS-specifické T-burky lakaji
antigen-nezdvislé T bunky do mista poskozeni a tyto bunky sekretuji skalu trofickych
faktor( jako jsou insulinu-podobny ristovy faktor-1 (insuline-like growth factor 1, IGF-
1) a mozkovy neurotrofni faktor (brain-derived neurotrophic factor, BDNF) (Moalem et
al., 2000; Schwartz et al., 1999).

Nékolik extracelularnich a intracelularnich podnétli, zahrnujicich nedostatek
rastovych faktoru, zvySeni zanétlivych mediatorl, aktivace receptord bunécné smrti a
poskozeni DNA, mohou zpUsobit apoptézu bunék v subakutni fazi (Ellis et al., 1991).
K apoptotické smrti jsou nachylné neurony a jesté vice oligodendrocyty (Casha et al.,
2001; Grossman et al., 2001). V apoptotické signalizacni drdze hraji vyznamnou roli
mitochondrie. Nékolik proapoptotickych proteintli, jako je cytochrom c a apoptdzu
indukujici faktor, mlze byt za urcitych okolnosti uvolnéno do mitochondridlniho
mezimembranového prostoru. Ca?* ionty vnikaji do pfeZivajicich gliovych bunék. Tento
jev se vprabéhu c¢asu rozsifuje od mista epicentra (Mills et al., 2004). Zvyseni
intraceluldrnich koncentraci Ca?* iont vyusti v jejich akumulaci v mitochondriich, coZ
zpUsobi zvySeni permeability vnéjsi mitochondridlni membrany, coz pfispiva
k uvolfiovani proapoptotickych proteint do cytoplasmy (Ankarcrona et al., 1995).

Dalsim déjem subakutni faze je tvorba gliové jizvy. Astrocyty, které preziji
primarni a akutni sekundarni fazi poranéni odpovidaji na MP aktivaci/proliferaci a
obklopenim vznikajici cystické kavity, aby zabranily jejimu dalSimu Sifeni. Tento proces

je typicky nazyvan astroglidza nebo vznik glidIni jizvy, béhem kterého astrocyty vytvareji
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hustou sit. Navzdory prospésné roli ve snaze limitovat rozsiteni léze, fyzickd pFfitomnost
astrocytll predstavuje bariéru pro axonalni regeneraci. Astrocyty také exprimuji a
sekretuji chondroitin sulfat proteoglykany a dalsi inhibi¢ni molekuly, které mohou
naruSovat pucici axonalni rstové vybézky neuron( (Buss et al., 2007; Jones et al., 2003).
Reaktivni astrocyty jsou typicky charakterizované zvySenym mnoZstvim kyselého
glidIniho fibrilarniho proteinu (glial fibrillar acidic protein, GFAP).

Vnitfni a hrani¢ni ¢ast léze se nazyva fibrdzni jizva. V ni obsazena ECM prochazi
velkymi zménami jako dlsledek poskozeni diky aktivaci glidlnich a imunitnich bunék,
infiltraci fibroblasty a odstrafovani nekrotickych zbytkd bunék a myelinu.
Hyaluronanové slouceniny za normadlnich okolnosti pfitomné v ECM jsou po MP

degradovany hyaluronidazou a ROS (Noble, 2002).
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Obrazek 3. Subakutni faze po MP. Upraveno z (Ahuja et al., 2017).

1.3.3 Intermedialni faze a chronicka faze

Tato faze je od 2 tydnl do 6 mésicl po MP (Obrazek 4). Dale se vyviji glidIni a
fibroticka jizva, v misté poranéni jsou i nadale pfitomny aktivni makrofagy, pokracduje
degenerace axonl v &astech na okraji léze. Césti poskozenych axonl distalné do
bunécného téla degeneruji (Wallerova degenerace) a dochazi k rozpadu myelinu. Jejich
zbytky fagocytuji makrofagy. Dale diky plasticité dochazi ke vzniku novych axondlnich
kolateral (axonal sprouting) a endogenni remyelinizaci. Oligodendrocytarni

prekurzorové burky se podili na remyelinizaci poskozenych axon( (Horner et al., 2000).
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U potkand byly zdokumentovany regenerujici axonalni vybézky v kortikospindlnim a
retikulospindlnim traktu (Hill et al., 2001). Axondlni regenerace pres misto poskozeni je
ale limitovanda vytvorenymi fyzickymi bariérami spolu s vlivem inhibi¢nich molekul a
nedostate€nym mnoZstvim stimulujicich rastovych faktoru (Silver et al., 2014).

Ptesto, Ze vznik novych axondlnich kolaterdl mize vést ke zlepSeni funkci, mlze
rovnéz dochazet ke vzniku aberentnich spojeni, ktera vedou k patologickym jeviim jako
je bolest, autonomni dysreflexie nebo vznik kieci (Romero et al., 2000; Weaver et al.,
2006).

Za chronickou fazi je povaZovano obdobi od 6. mésice po MP. Pokracuje
Wallerova degenerace poskozenych axonl smérem k bunéénému télu a zacind se
rozvijet neuropaticka bolest. Cysticka kavita je vyplnéna kolagennimi vlakny, astrocyty a

drobnymi cévkami. Po 1 az 2 letech je stav povaZzovan za stabilni.
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Obrazek 4. Intermedialni a chronicka faze po MP. Upraveno z (Ahuja et al., 2017).

1.4 Experimentalni modely poSkozeni

Diky heterogenni povaze poranéni michy je zapotrebi riznorodd skala zvirecich
experimentalnich modell tak, aby co nejvérnéji napodobovala rizné typy poskozeni
michy. Pro uUspésné nalezeni terapie je potfeba objasnit mechanismus a progresi
poranéni. Existujici zvifeci modely vyuzivajici kontuzni pristroje, metody komprese
michy pomoci pinzet a aneurysmatickych svorek, baldnkovou kompresni ézi a
transekéni poranéni poloviny nebo celé michy. Experimenty jsou provadény predevsim

na mysich, potkanech a dalSich savcich.
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Experimentalni zvifeci modely slouzi kpochopeni fyziologickych a
patofyziologickych déjl navazujicich na MP a pro sledovani nasledné regenerace, dale
k testovani bezpecnosti a ucinnosti potencidlnich terapii. Zvifeci modely zkoumaji déje
po MP za definovanych podminek. Pfi vybéru konkrétniho experimentalni modelu je
vZdy nutné pohlizZet na jejich relevantnost a na vhodné hodnoceni vysledk( pozorovani.

Nejstudovanéjsi ¢asti michy je hrudni oblast (cca 80 % védeckych praci), nasledné
oblast kréni. Zakladni mechanismy poskozeni Ize rozdélit na mechanické (95 %) a
nemechanické (5 %). K mechanickym poskozenim patfi nejcastéji kontuze, transekce a
komprese, nemechanickd jsou poskozeni ischemickd, excitotoxicka, fotochemicka a
elektrolyticka. Nejvice vyuZivand zvifata jako modely MP jsou potkani (72 %) a mysi.
Hodnocené parametry mohou byt klasifikovany do 7 kategorii zahrnujici biologické,
behavioralni, neurofyziologické, zobrazovaci, nervosvalové, kardiovaskuldrni a
respiracni testy (Sharif-Alhoseini et al., 2017).

Vétsinu typl MP vyskytujicich se u lidi je mozné modelovat u dospélych potkan.
To zahrnuje Uplné i nelplné poskozeni na rdznych Grovnich michy. Uplné poranéni
v nizSich ¢astech hrudni michy vede k trvalé paralyze zadnich koncetin a pfislusSnému
poruseni senzorického a autonomniho systému (Kjell and Olson, 2016). Pfesnou lézi lze
vytvofit za pouziti noZe nebo nizek a Ize tak modelovat nékteré typy poskozeni michy u
lidi, jako napfiklad bodné poranéni nozem. Tyto presné transekéni modely poskytuiji
vyhodu moznosti preruseni konkrétnich struktur a traktd a sledovani nasledné axonalni
regenerace.

Vétsina MP u lidi je vSak typicky zpisobena pady nebo dalsimi formami fyzického
urazu, které narusi patef a komprimuji michu. Typicky model MP u potkan( zahrnuje
laminektomii, ¢imZ dojde k odhaleni michy, s naslednym provedenim komprese nebo
kontuze (Rosenzweig and McDonald, 2004).

Kompresni modely poranéni jsou obvykle provedeny s pouzitim svorky nebo
pinzety. Dalsi mozZnosti je vyuZiti balonkové kompresni léze (Vanicky et al., 2001), pfi
které je laminektomie provedena o nékolik obratll niZe, nez je misto vzniku léze
zpusobené nafouknutim balénku, coZz lépe napodobuje redlnou situaci pfi MP.
Prodluzovéani doby komprese zhorsuje nasledky MP, bylo prokdzano, ze dekomprese

snizuje nasledky sekundarniho poskozeni a zlepSuje uzdravovani (Carlson et al., 1997;
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Dimar et al., 1999; Dolan et al., 1980). Vyzkum lidskych pacient(i podporuje predevsim
neuroprotektivni efekt dekompresi (Fehlings and Perrin, 2005). Dekomprese je
v soucasnosti jedinou pouzivanou terapii u lidi a je aplikovatelnd pouze u nékterych
forem MP. Kompresni model je diky své podobnosti s lidskym traumatickym MP vhodné
pouzit pro transla¢ni vyzkum. V chronické fazi dochazi ke vzniku podobné gliové jizvy
jako u lidskych pacientl (Cregg et al., 2014). Je to model vhodny pro sledovani vlivu
rGznych terapeutickych pfistupl a lze na ném studovat mechanismy sekundarniho
poranéni (Sun et al., 2017).

Kontuzni poranéni je vysledkem prudkého uderu na michu a byvalo modelovano
pomoci tzv. ,weight drop” zafizeni (Gruner, 1992), které je fizeno pocitacem a poskytuje
i informaci o sile zpGsobujici MP (Sharif-Alhoseini et al., 2017). Nej¢astéji jsou pouzivany
impaktory, které na michu spousti zavazi z definované vysky (Gruner, 1992). Kontuzni
model simuluje poSkozeni michy zplsobené padem z vysky. Je rovnéz vhodny pro
studium sekunddrnich déjd po MP (Sharif-Alhoseini et al., 2017).

Pro hodnoceni vysledk(l experimentdlnich terapii po MP hlodavc( slouZi celd
fada metod. Behaviordlni testy zkoumaji poskozeni a nadslednou obnovu neurologickych
funkci somatomotorického systému (Muir and Webb, 2000). Tyto testy mizZeme délit na
motorické, lokomotorické, senzorické a senzorimotorické (Ahmed et al., 2019).

Mysi byvaji vyuzivany pro moznost genetickych Uprav a snadnéjsi studium uloh
jednotlivych genll a proteinll po MP a pfi regeneraci. Vyssi savci jsou nezbytni pro
ovéreni, Ze terapeutické pristupy fungujici u hlodavct budou fungovat i u vétsich zvirat,
velikosti a fyziologii podobnéjSich lidem (Kjell and Olson, 2016). Potkani jsou
nejvyuzivanéjsi ZivocCiSny druh pro vyzkum miSniho poskozeni, jejich vyhodou je
podobna patologie jako v pripadé poranéni lidské michy. Po MP vznikaji cystické kavity
kranialné a kaudalné od mista poranéni (Bunge et al., 1993; Bunge et al.,, 1997;
Josephson et al., 2001). U mysi tyto kavity nevznikaji a buriky v misté poranéni proliferuji
(Ma et al., 2001; Goritz et al., 2011).

Mezi drahami v lidské a potkani miSe vSak existuji anatomické rozdily (Friedli et
al., 2015), na coz se musi brat ohled pfi planovani experiment(. Mohutny kortikospinalni
trakt potkana vede z velké ¢asti dorzalni michou, u lidi je vSak pfitomny pouze v lateralni

a predni oblasti (Obrazek 5). Lidsky kortikospinalni trakt je monosynapticky, u potkant
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je veden neptimo pres interneurony (Lemon and Griffiths, 2005). Rozdil je rovnéz ve
funkénosti tohoto traktu, u lidi je velmi dalezity pro ovladani pohybi horni koncetiny, u
potkana hraje mnohem mensi roli (Darian-Smith, 2009). Tyto rozdily souvisi s evoluci a
pfechodem k ch(izi po dvou koncetinach. Mnohé zmény v anatomii i plasticité po MP se

nachdzi i v dalSich motorickych drahach (Onodera and Hicks, 2009).

— | =
Va
( ) 4 \ :
I Dorzaini kortikospinalni (OCT) /i ‘@ W Rubospinalni (RUB)
B Ventraini kortikospindini (VCT) | g 9\ m Retikulospinaini (RET)
e / =
| |

Lateralni kortikospinalni (LCT) “‘-\ | \ ) | /

Obrazek 5. Anatomické rozdily v kortikospindlnim traktu potkana (A,B) a clovéka (C,D).

Upraveno z (Filipp et al., 2019).

Rozdil mezi MP u potkana a clovéka je téZz patrny zrozdilné doby trvani
jednotlivych fazi po poranéni. Prvni primarni faze trvd u potkan(i pouze nékolik hodin ¢i
dni, u ¢lovéka je prodlouzena na nékolik tydnl. Praveé tyto rozdily mohou byt diivodem,
pro¢ nékteré terapie MP funguji na potkanech, ale selhavaji pfi poutziti v klinickych

studiich.

1.5 Lécby

Porozuméni inhibici nervového rlistu a jeho stimulaci, komplexu imunologickych,
zanétlivych a jizvu-tvoricich reakci, které vznikaji po poSkozeni CNS, vede k vyvoji
nékolika moznych farmaceutickych terapii pro tyto onemocnéni (Silver et al., 2014).
Vyzkum farmaceutickych pfistup cili predevsim na sekundarni fazi MP a snahu zmirnit
jeji nasledky. Jedna se predevsim o snahu zamezit neuronlim v apoptoze, ke které
dochazi nejmasivnéji 3-8 hodin po MP (Liu et al., 1997; Citron et al., 2000). V delSim
¢asovém rozsahu 24 hodin postihuje apoptéza rovnéz glie a bunky imunitniho systému
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(Emery et al., 1998). Toto Casové okno, ve kterém dochazi k odumirani neuronl a
gliovych bunék, se jevi jako nadéjnd mozZnost pro protektivni terapeuticky zasah. Bylo
postulovdno, Ze cytotoxicky efekt je zplisoben uvolfiovanim a unikdanim excitacnich
signalnich molekul a dalSich potencidlné toxickych molekul uvolfiovanych zni¢enymi
burikami, coz pfispiva k bunééné smrti (Faden and Simon, 1988).

Existuje nékolik metodickych pristupl zkoumané |écby MP. Prvnim z nich je boj
proti sekundarnimu poskozeni a snaha o zachranu axon( vedoucich mistem léze
(Nakashima et al., 2008). Druhym je snaha o opravu spinalnich obvod( pomoci Iékd,
biomaterialt a bunécnych ¢i tkdnovych graftd (Abbasi et al., 2010; Kamelska-Sadowska
et al., 2019). Dalsim je reaktivace zachovanych, ale nepouzivanych drah, které nebyly
zasazeny poranénim (Chen and Levi, 2017). Velmi studovanym pfistupem je i intenzivni
rehabilitace. Modernim pristupem je poufZiti elektronického premosténi k propojeni
prerusenych drah nebo implantovatelna elektronicka zatizeni spojujici periferni nervy
s CNS. Vyzkum se vénuje i vyvoji pohyblivych exoskeletd, které maji podpofit pohyb
(Kjell and Olson, 2016).

V soucasné dobé jsou v klinické praxi pouzivany steroidy, které zmirnuji otok
michy, coZ je znamo jiz dlouhou dobu (Ducker and Hamit, 1969). Pfesny mechanismus
neuroprotektivnihno plsobeni kortikosteroidl neni zndm, nejspiSe dochazi k inhibici
lipidové peroxidace, modulaci zanétu a imunitni odpovédi, zlepSeni cévni perfuze a
prevenci vniku Ca?* do bunék (Young et al., 1988; Kokoszka et al., 2001).

Dale je registrovano nékolik klinickych studii zaloZenych na vysledcich z vyzkumu
MP na potkanech. Jsou mezi nimi léky jako Methylprednisolon, Gangliosid GM-1, Riluzol,
Imatinib nebo modifikovand forma magnézia. Methylprednisolon je synteticky
glukokortikoid, ktery prosel nékolika fazemi klinického hodnoceni, avsak jeho davkovani
a nacasovani podavani je nejasné a navic hrozi vedlejsi ucinky jako vyssi riziko infekce,
plicni embolie a dalsi respiracni komplikace (Tator, 2002). Gangliosid GM-1 je
glykofosfolipid s neuroprotektivnim ucéinkem, ktery zvySuje bunéénou regeneraci tkani a
potladuje neurotoxicitu excitacnich aminokyselin (Bose et al.,, 1986). V klinickych
studiich zlepsSuje motorické i senzorické funkce, stejné jako pomaha funkénosti strev a
mocového méchyre u pacientli s nekompletnim MP. BohuzZel vSak nema zadné ucinky

na pacienty s kompletnim prerusenim michy (Geisler et al., 2001). Riluzol je blokator
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sodikovych kanall schvdleny pro Iécbu amyotrofické lateralni sklerézy diky svému
neuroprotektivnimu ucinku, ktery se vSak projevi jen pfi velmi brzkém podani do 30
minut (Springer et al., 1997; Stutzmann et al., 1996). Imatinib je inhibitor tyrozin kinazy,
ktery je vdruhé fazi klinického testovani. U potkanl zlepSuje integritu
hematoencefalické bariéry, motorické i senzorické funkce (Abrams et al., 2012).
Magnézium je vazoprotektivni latka, kterda vyznamné bojuje proti volnym radikaliim a
plUsobeni glutamatu v cévnich strukturach po MP. Stimuluje uvolfiovani endotelidlnich
prostacyklint, ¢imzZ dochazi k dilataci krevnich cév zasobujicich michu (Kaptanoglu et al.,
2003). V klinickych studiich jsou i bunécné terapie s pouzitim autolognich bunék.
Experimentdlni vyzkum potencidlnich terapii je pro zavaznost nasledkd MP velmi

intenzivni a Siroky.

1.5.1 Fotobiomodulace

Termin fotobiomodulace (FBM) je pouziti laserového svétla nebo svétlo
emitujicich diod (light-emitting diodes, LEDs) v ¢erveném az infracerveném spektru
(600-1100 nm) ke stimulaci bunéénych procesu za Ucelem terapie. Fotony svételného
paprsku po dopadu interaguji s biologickou tkani. VétSina energie je absorbovana, ¢ast
odrazena a Cast rozptylena, zdleZzi na vinové délce a optickych vlastnostech tkané.
Vysledky védeckych studii ukazuji pozitivni vliv na redukci otoku, potlaCeni zanétu,
zlepSeni prokrveni tkané, zvySeni mitochondridlnich funkci a ochranu tkané pred
bunécénou smrti (Hamblin, 2017a; Moreira et al., 2009; Fillipin et al., 2005; Wang et al.,
2016; Quirk et al., 2012). Mechanismus ucinku FBM je prisuzovan absorpci fotonu
chromofory v mitochondriich, které jsou zodpovédné za produkci energie v burikach. Za
hlavni absorbujici chromofor je povazovana cytochrom c oxidaza (CCO), ktera je schopna
pohlcovat svétlo az do vinové délky 950 nm (Karu, 2010; Mason et al., 2014). CCO je
poslednim enzymem mitochondridlniho elektronového transportniho retézce a
zprostredkovava prenos elektronl z cytochromu ¢ na molekulu kysliku. Tim se podili na
vytvareni protonového gradientu, ktery je ndsledné enzymem ATP syntdzou vyuzivan
k tvorbé molekul ATP. Molekula CCO obsahuje prostetické skupiny, které slouzi jako
redoxni centra: dva hemy a dvé médnatd centra, kterd jsou pfijemcem fotonu
z Cerveného a blizko ¢erveného svétla (Karu, 2010; Karu, 1999; Greco et al., 1989).
Absorpce fotonu enzymem CCO mUiZe vést ke zvySené dostupnosti elektronli pro redukci
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molekuldrniho kysliku enzymem, coz vede ke zvySené spotiebé kysliku a produkci ATP
(Wang et al., 2016; Lane, 2006). Vliv FBM na CCO byl potvrzen in vitro studiemi na
neuronech (Wong-Riley et al., 2001; Wong-Riley et al., 2005).

FBM je v klinické praxi Siroce pouzivana (Whelan et al., 2001; Rochkind et al.,
1989; Geneva, 2016; Chow et al., 2009; Silveira et al., 2016). Klinické studie ukazuji
terapeuticky potencial pro Ié¢bu traumatickych zranéni mozku (Hamblin, 2017b; Oron
et al., 2007; Naeser et al., 2014), mozkové mrtvice (Yang et al., 2018) a
neurodegenerativnich onemocnéni (Naeser and Hamblin, 2011; De Taboada et al.,
2011). Doslo ke zlepSeni pracovni paméti, exekutivnich funkci a spanku (Naeser et al.,
2014; Morries et al., 2015). Wu a spol. (Wu et al., 2012a) se zabyval porovnanim riznych
vinovych délek (665, 730, 810 and 980 nm) laserového svétla na nasledky traumatického
poranéni mozku a zvifata lé¢ena vinovymi délkami 665 nm a 810 nm dosahovala
signifikantné nejlepsich vysledkd. To mlze byt zplisobeno absorpénim spektrem CCO,
které ma maxima v okoli 665 nm a 810 nm (Karu et al., 2005). Anders a spol. (Anders et
al., 2014) prokazali efektivitu svétla o vinové délce 980 nm, pouZili viak jiné nastaveni
ozarovani (jinou energetickou hustotu a davku ozareni nez Wu a spol. (Wu et al., 2012a).
Fotony uvolnéné ze zdroje zareni mohou rovnéz ovlivnit pfenos informaci v CNS. FBM
(808 nm, 60 J/cm?) je schopna vyvolat uvolfiovani glutamatu z cerebrokortikalnich fezd
a glutamatu z vezikul nervovych zakoncéeni (Amaroli et al., 2018).

Par vyzkumnych skupin se zabyvalo i vlivem FBM na zmirnéni nasledkd a
regeneraci po MP (Byrnes et al., 2005; Kim et al., 2017; Wu et al., 2009). Vétsina
védeckych skupin pouziva kontuzni model poranéni a jako zdroj svétla laser nebo LED
svétlo. FBM terapie je aplikovana skrz klzi s vyuZitim rdznych nastaveni parametrd.
Vysledky Paula a spol. (Paula et al., 2014) ukazuji rychlejsi zlepSeni motorickych funkci,
pozitivni vliv na ovlddani mocového méchyre, lepsi zachovani nervové tkané
v poskozené oblasti a vyssi pocet nervovych bunék a jejich spoja. Son a spol. (Song et al.,
2017) pouzili FBM k |é€bé kontuzniho MP a pozorovali polarizaci mikroglii a makrofagu
do M2 fenotypu. Potkani po |é¢bé dosahovali rovnéz vyssiho BBB skdre, v misté
poranéni byl nalezen vyssi pocet neurond a vyssi hladiny IL4 a IL13, coz naznacuje

potencialni snizeni zanétlivé reakce.
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Dle studie od Byrnes a spol. je 6 % svétla o vinové délce 810 nm schopno projit
michou (Byrnes et al., 2005). Tato vinova délka signifikantné zvySuje pocet axonl a
potlacuje aktivaci imunitnich bunék. Vliv. FBM na imunitni burniky potvrdil rovnéz Hu a
spol. (Hu et al., 2016), pozorovali nizsi pocet aktivovanych mikroglii/makrofagli (ED1+)

v mise a zbyvajici mikroglie/astrocyty byly pfevazné populace M2.
1.6 Prirodni latky ovliviujici sekundarni poskozeni

1.6.1 Epigallocatechin-3-gallat

Rostlinné flavonoidy jsou hydroxylované fenolické latky, které jsou cinskou
medicinou vyuzZivany po staleti. Maji velkou skalu léCivych ucink( puasobicich proti
zanétu (Thao et al., 2016), oxida¢nimu stresu (Baharfar et al., 2015), virdm (Yin et al.,
2014), rakoviné (Saeed et al., 2015) a kardiovaskularnim onemocnéni (Macready et al.,
2014).

Epigallocatechin-3-gallat (EGCG) je hlavni aktivni katechin obsaZzeny v zeleném
¢aji, a je mu proto prisuzovana vétsina biologickych ucinkl extraktl ze zeleného caje
(Kimura et al., 2002). EGCG (Obrazek 6) ma antioxidacni, protizdnétlivé a
antiapoptotické ucinky na nervovou tkan. Mnohé studie ukazuji vliv této slouceniny na
peroxidaci lipid(i, apoptozu nervovych bunék, zachovani tkané a zlepseni motorickych
funkci (Khalatbary et al., 2010), EGCG rovnéz inhibuje indukci iNOS (Khalatbary and
Ahmadvand, 2011). Neuroprotektivni efekt této latky byl prokdzan u
neurodegenerativnich onemocnéni (Walker et al., 2015; Reznichenko et al., 2010; Xu et
al., 2006) i po akutnich stavech jako je mozkova ischemie (Park et al., 2010), poskozeni
perifernich nervl (Kian et al., 2018; Wei et al., 2011) a MP (Khalatbary et al., 2010; Ge
etal., 2013). Neddvné studie ukdzaly schopnost EGCG sniZovat aktivitu myeloperoxiddzy
a ovliviiovat hladiny prozanétlivych cytokinG TNFa a IL1B, nitrotyrozinu, iNOS a
cyklogenooxidazy-2 (Khalatbary and Ahmadvand, 2011; Alvarez-Perez et al., 2016).
Pravé modulaci zanétlivé odpovédi mlize EGCG zmirfiovat nasledky sekundarniho
poskozeni. Dalsi studie poukazuji na anti-oxidacni vlastnosti této latky. Ukazuji snizeni
hladiny malondialdehydu a zvySenou aktivitu superoxid dizmutazy a kataldzy
(Khalatbary and Ahmadvand, 2011; Kian et al., 2018). Popsany byly také anti-

apoptotické vlastnosti, EGCG inhibuje expresi pro-apoptotického proteinu Bax a zvysuje
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proti-apoptoticky protein Bcl-2 (Khalatbary et al., 2010; Tian et al., 2013; Renno et al.,
2015). V miSe pak bylo nalezeno méné TUNEL-pozitivnich bunék (Khalatbary et al.,
2010). Vysledky dalSich studii ukazuji mensi otok michy po MP u skupiny lé¢ené EGCG,
nizsi expresi aquaporinu 4 (Ge et al., 2013) a GFAP (Ge et al., 2013; Alvarez-Perez et al.,
2016). Aplikace EGCG po akutnim poranéni i v chronické fazi po MP podpofila zlepseni
motorickych schopnosti potkan( i mysi, stejné tak méla vliv na senzorické funkce
(Khalatbary et al., 2010; Tian et al., 2013; Renno et al., 2014). Navic doslo ke zvysené
expresi neurotrofického faktoru BDNF a neurotrofického faktoru z glidIni linie (Glial cell
line-derivated neurotrophic factor (GDNF) v miSe (Tian et al., 2013). Michy zvitat
[éCenych EGCG mély vyssi expresi s rGstem asociovaného proteinu 43 (Growth
Associated Protein 43, GAP-43), mensi oblast léze a vétsi pocet neuronl (Renno et al.,

2014).
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Obrazek 6. Chemicka struktura EGCG. Zdroj (Zhang et al., 2017a).
1.6.2 Kurkumin

Kurkumin je Zluté zbarvena slozka kurkumy (Curcuma longa). Prospésnost

.....

.....

kurkuminu (diferuloylmethane). Extrakt kurkumy obsahuje tfi hlavni polyfenolové slozky
(Obrazek 7): kurkumin (60-70%), demethoxykurkumin (20-27%) a
bisdemethoxykurkumin (10-15%) (Nelson et al., 2017).

Bylo prokazano, ze kurkumin reguluje mnozstvi transkripénich faktor(, cytokinda,
proteinovych kinaz, adheznich molekul a enzym( (Maiti and Dunbar, 2018), které jsou
spojené se zanétlivou reakci. Nedavné studie ukdazaly, Ze kurkumin ma fadu biologickych
aktivit a farmakologickych ucink(, poskytujici protekci a navozujici lidské zdravi (Panahi

et al.,, 2015; Yue et al., 2010; Hu et al., 2015).
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Obrazek 7 Hlavni slozky polyfenolovych extraktd kurkumy. Tyto polyfenolové latky jsou Casto
obecné nazyvany jako kurkuminoidy a tvofi pfiblizné 1-6% hmotnosti kurkumy (Priyadarsini, 2014).
Kurkuminoidovy extrakt je tvofen z 60-70% kurkuminem, z 20-27% demethoxykurkuminem a z 10-15%

bisdemethoxykurkuminem (Nelson et al., 2017).

Kurkumin ma rGznorodou aktivitu zahrnujici antioxidacni, protizanétlivou,
imunitu regulujici aktivitu a taky intenzivné diskutované prospésné ucinky vcetné
protektivnich a preventivnich ucéinkd na kardiovaskuldrni, gastrointestinalni, rendlni,
endokrinni, svalovy a nervovy systém (Khurana et al., 2013; Vecchi Brumatti et al., 2014;
Ghosh et al., 2014; Meng et al., 2013; Peddada et al., 2015; Kulkarni and Dhir, 2010).

Antioxidativni vlastnosti kurkuminu mohou byt Uc¢inné proti zvySené tvorbé
volnych radikalG vyskytujicich se v sekundarni fazi MP. Obecné je CNS diky vysSim
metabolickym naroklm, zvySené potrebé kysliku, velkému mnoZstvi membranovych
fosfolipidU a nizSimu mnoZstvi antioxidant( vice citlivy k oxidativnimu poskozeni (Maiti
and Dunbar, 2018). Kurkumin je antioxidant schopny vychytdvat superoxidové anionty
a hydroxylové radikaly (Menon and Sudheer, 2007). Dale zvysuje hladinu antioxida¢niho
enzymu superoxid dismutdzy a snizuje oxidativni agens malondialdehyd (Sahin Kavakli
et al., 2011; Liu et al., 2013; Akar et al., 2017) a ma rovnéz vliv na sniZeni peroxidace
lipid( (Akar et al., 2017; Sanli et al., 2012; Alvarado-Sanchez et al., 2019). Také chrani
buriky pred poskozenim jejich DNA, oxidaci a karbonylaci protein( (Jat et al., 2013).

Kurkumin ma vliv také na zanétlivy proces a pocinajici fibrézu a vznik gliové jizvy.
Tyto procesy hraji pfi MP velkou roli a éasto rozhoduji o neurologickych nasledcich a
cytokinl TNFa, IL1B, IL6 a snizeni exprese NFkB a jeho regulatorl (Zhang et al., 2017b;
Ni et al., 2015; Yuan et al., 2015).

Exprese GFAP a gliova jizva byly redukovany a v |éCené skupiné byla zvysena
exprese markeru neuronud neurofilament-200 (Yuan et al., 2015; Wang et al., 2014; Lin
etal., 2011; Zu et al., 2014; Bang et al., 2018). Po |é¢bé kurkuminem byl detekovan mensi

pocet apoptotickych bunék a jejich marker( (Liu et al., 2013; Ni et al., 2015; Lin et al.,
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2011; Hao et al., 2017). Na zakladé histologické analyzy bylo zjisténo lepsi zachovani
misni tkané (Alvarado-Sanchez et al., 2019), mensi kavita (Bang et al., 2018) a ve vétsiné
studii doslo také k signifikantnimu zlepseni motorickych funkci (Liu et al., 2013; Akar et
al., 2017; Alvarado-Sanchez et al., 2019; Zhang et al., 2017b; Yuan et al., 2015; Wang et
al., 2014; Lin et al., 2011; Zu et al., 2014; Bang et al., 2018). Kurkumin snizuje otok po
MP a snizuje expresi aquaporin, které zajistuji specificky pfenos vody pres bunécnou
membrdanu (Zu et al., 2014). Tato latka ma schopnost v nizkych koncentracich stimulovat
proliferaci miSnich neurdlnich progenitorovych kmenovych bunék (Bang et al., 2018; Son
et al., 2014). Dieta obsahujici kurkumin zvySuje hladiny nervového rlstového faktoru
(nerve growth factor, NGF), BDNF a GDNF in vivo (Gupta et al., 2011).

Hlavni nevyhodou této slouceniny je jeho nedostatecna biologicka dostupnost
v séru a tkanich, coz je prevainé zplUsobeno jeho rychlou metabolizaci v jatrech a
stievech (Anand et al., 2007; Sharma et al., 2007). Re$eni tohoto problému by mohla byt
Uprava vlastnosti této molekuly pres vytvareni komplexa s fosfolipidy, cyklodextriny a
dalsi latky (Bisht et al., 2007; Tiyaboonchai et al., 2007; Nair et al., 2019).

Pro nasi studii jsme pouZili vysoce Cisty kurkumin spojeny s Lipodisqg™ (Malvern
Cosmeceutics, VB), cozZ jsou lipidové diskoidni nanocastice o priméru 10 — 25 nm, které
jsou biodegradabilni a mohou do nich byt inkorporovany hydrofobni a Spatné rozpustné
slouc¢eniny uréené pro tropické i systémové podani. Samotny kurkumin je rozpustny
v organickych rozpoustédlech a neni rozpustny ve vodé, avsak nanokurkumin (kurkumin
spojeny s Lipodisg™) je rozpustny ve vodé i fyziologickém roztoku.

Vysledky studii poukazuji na rozdilny efekt nizkych a vysokych koncentraci
kurkuminu. Zatimco v nizkych davkach ma tato latka neuroprotektivni a dalSi prospésné
ucinky, pfi prilis vysokych davkach je pro bunky toxicka (Cole et al., 2004). Vysokych
koncentraci se vsak diky jeho Spatné dostupnosti dosahuje velmi tézce, to se vsak mlze
zménit s Upravou vlastnosti a zvySenou dostupnosti diky komplexim, proto je nutné

kazdy novy preparat testovat pro nalezeni optimalni koncentrace a hladiny.
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2 HYPOTEZY A CiLE PRACE

Cilem této prace bylo studium novych moZnosti terapie experimentalnich

modell MP u potkan( se zaméfenim na sekunddrni fazi poskozeni. Byl hodnocen vliv

jednotlivych terapii na poranénou misni tkan.

2.1
1

2.

2.2

Hypotézy

. Aplikace FBM sniZuje rozvoj MP a Ize ji dosdhnout funkéniho zlepSeni po MP.

EGCG ovliviiuje prozanétlivou drahu nuklearniho faktoru kappa B (NFkB) a tim

mirni nasledky experimentalniho MP u potkana.

. Kombinace EGCG s protizanétlivou latkou kurkumin by mohla mit synergicky efekt

pFi l6Ebé MP.

. Aplikace vysoce Cistého syntetického kurkuminu navazaného na nanonosi¢ ma

protizanétlivé uc¢inky a mize modulovat sekundarni reakci po MP

Cile
Aplikace laserového svétla dvou vinovych délek 808nm a 905nm po
experimentalnim MP a pomoci behaviordlnich test, histologické a

imunohistochemické analyzy poSkozené michy sledovat efekt [éCby.

. Sledovani vlivu aplikace EGCG na aktivitu drahy NFkB, hladiny cytokin( a fenotyp

makrofagl po MP.
Zhodnoceni synergického vlivu kombinace EGCG a kurkuminu pomoci
morfometrickych a imunohistochemickych analyz a porovnani s aplikacemi

jednotlivych latek.

. Potkanim s baldnkovou kompresni |ézi podat synteticky nanokurkumin a pomoci

behavioralnich testli, stanoveni genové exprese cytokind, histologické a

imunohistochemické analyzy ovérit u¢innost |écby.
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3 MATERIAL A METODIKA PRACE

3.1 Pokusna zvirata a etické prohlaseni

K experimentim byli pouziti dospéli samci potkani kmene Wistar, ktefi byli
chovani v klecich v parech za stalych teplotnich podminek (22 °C) a pfi 12h cyklu
svétlo/tma. Méli k dispozici potravu a vodu ad libidum. Vsechny experimenty byly
provedeny v souladu se smérnicemi Evropské rady ze dne 22. zari 2010 (2010/63/EU)
zabyvajici se pouzitim zvifat ve vyzkumu. VSechny experimenty byly schvaleny etickou

komisi Ustavu experimentélni mediciny AVCR.

3.2 Misni poranéni

V experimentech jsme pouzili model balénkové kompresni léze, jejiz postup byl
publikovan jiz dfive (Vanicky et al., 2001). Potkani byli uspani 2-3% isofluranem (Forane,
Abbott Laboratories, UK). KiZe byla rozstfizena v dorzomedidlnim sméru od Th8 po
Th12. Mékkeé tkané a vybézky obratld Th10 a Th11 byly odstranény. V misté obratle Th10
byla vytvorena laminektomie a vzniklym prostorem byl do epiduralniho prostoru vsunut
FogartQv katetr (Baxter, Irvine, USA). Stfed baldnku katetru byl umistén na uroven
misniho segmentu Th8, poté byl rychle naplnén 15 pl vody, ¢imz byla zplsobena misni
komprese. Po 5 minutach byl katetr rychle vyfouknut a vyjmut. Mékké tkané byly sesity
po anatomickych vrstvach. Jako prevenci infekce a bolesti zvifata dostavala gentamicin
sulfat (Lek Pharmaceutical, Slovinsko, 5 mg/kg) a carprofen (Rimadyl, Pfizer, USA, 7,5

mg/kg). Pooperativni péce zahrnovala manualni vyprazdriovani moc¢ového méchyre.
3.3 Experimentalni lécba

3.3.1 Ozarovani laserovym svétlem

Experimentalni 1é¢ba byla provadéna pomoci Multiwave Locked System laseru
(Mphi laser, ASA Srl, Itdlie). Tento pfistroj vyzafuje svétlo o vinové délce blizké
infraCervenému poli a obsahuje dva synchronizované zdroje (laserové diody). Prvni z
nich je pulzni diodovy laser emitujici svétlo o vinové délce 905 nm, druhd laserova dioda
emituje kontinualni svétlo o vinové délce 808 nm. Oba laserové paprsky jsou

synchronizované.
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Ihned po MP byla zvifata rozdélena do dvou skupin nahodnym vybérem. Prvni
skupina (laserem Ié€ena, n=15) byla vystavena laserové terapii 15 minut po MP, a poté
kazdy den po dobu 10 dni. OzéFeni (3 cm?) bylo smé&fovano na misto poranéni a zdroj
byl umistén do vysky 3 cm nad zvife. Délka ozafovani byla 9 minut a 5 vtefin a parametry
byly nastaveny nasledovné: 10 Hz, CPW, 100% intenzita, 299.946 J/celek. Kontrolni

skupina (n=11) byla pouze uspdna celkovym anestetikem po dobu 9 minut a 5 vtefin.

3.3.2 EGCG

Roztok EGCG (50 mg/kg, fedéno ve fyziologickém roztoku v objemu 10 pl, Sigma-
Aldrich, USA) byl aplikovan pfimo na povrch michy ihned po MP, a poté 7., 14., 21. a 28.
den po MP. Mezitim zvifata dostavala denné intraperitonedlni injekce EGCG
(50 mg/kg, objem 30 pl ve fyziologickém roztoku). Kontrolni skupiné byl aplikovan pouze

samotny fyziologicky roztok.

3.3.3 EGCG a kurkumin

Roztok EGCG (17 mg/kg, fedéno ve fyziologickém roztoku), kurkuminu
(60 mg/kg, redéno v olivovém oleji) nebo jejich kombinace byla ihned podana
intramuskularné do svalll okolo patefe v blizkosti MP, a poté 7., 14., 21. a 28. den po
MP. Zvifata soucasné dostavala denné intraperitonealini injekce EGCG (17 mg/kg (Tian
et al., 2013; Renno et al., 2015)), kurkuminu (6 mg/kg (Ormond et al., 2014)) nebo jejich

kombinace. Kontrolni skupiné byl aplikovan fyziologicky roztok.

3.3.4 Nanokurkumin

Nanokurkumin (synteticky  kurkumin bez  demethoxy- a bis-
demethoxykurkuminu a zbaveny 30 — 40% necistot nachazejicich se vjinych
kurkuminovych preparatech, Innaxon, Bristol) byl aplikovdn pfimo na michu (0,1 ml)
ihned po poranéni a poté kazdy tyden do 28. dne po MP. Zvifata také dostavala dvakrat
denné subkutanni injekci 0,1 ml roztoku nanokurkuminu prvni 4 tydny po MP. Kontrolni

skupiné zvirat byl aplikovdn nanonosi¢ bez molekul kurkuminu.
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3.4 Behavioralni testovani

3.4.1 BBB test

Pro zhodnoceni pohybové aktivity po MP jsme poufZili Basso, Beattie a Bresnahan
test (Basso et al., 1995). Skala hodnoceni BBB md rozsah od 0 do 21 a odré?i rozsah
pohybu v kloubech zadnich koncetin, podporu vahy, umisténi packy a koordinace
prednich a zadnich koncetin. Kazda koncetina byla hodnocena zvlast, a poté byly
hodnoty pro obé nohy zprimérovany pro dalsi zpracovani vysledkd. Tento test byl

provadén kazdy tyden od prvni tydne po MP.

3.4.2 Plantar test

K testovani senzitivity zadni tlapky vici teplotnimu podnétu slouzil pfistroj Ugo
Basile (Ugo Basile, Italie). Potkan v priihledném boxu mél pod centralni ¢asti zadni tlapky
umistény infracerveny zdroj tepla. Méfili jsme dobu od spusténi zdroje po ucuknuti.
vyfazeny z analyzy. Testovali jsme jednou pred MP, a poté jednou tydné od prvniho

tydne po MP. Hyperalgezie byla definovana jako signifikantni pokles ¢asu ucuknuti.

3.4.3 Chuze po tyci

Pti chidizi po tyci jsme hodnotili komplexni motoricky vykon a koordinaci prednich
a zadnich konéetin. Ukolem potkana je prejit 140 cm dlouhou a 3 cm Sirokou dievénou
obdélnikovou ty¢ a vejit do tmavé krabice umisténé na konci tyce. Pro hodnoceni je
pouzita pouze stfedni 1 metr dlouhd ¢ast tyce. V pribéhu testovani je pomoci
kamerového systému (TSE Systems, Némecko) mérena doba potfebna k prejiti tyce
(max. 60 vtefin) a je hodnocen pohyb zadnich koncetin a jejich koordinace
sedmibodovou stupnici. Nulovd hodnota znamena neschopnost potkana udrzet se na
tyci a prejit ji. Sedm bodU znamenad prejiti celé délky tyce pfi sprdvném pouziti obou
zadnich koncetin. Zvifata byla trénovana jeden tyden pred operaci, a poté testovana od

tfetiho tydne po MP. Test byl provadén trikrat v tydnu kazdym zvifetem dvakrat.
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3.4.4 Kvantifikace lokomoce

Ke kinematické analyze pohybu jsme vyuzili pfistroj MotoRater (TSE systems,
Némecko)(Zorner et al., 2010). Potkani byli trénovani prejit osvétleny sklenény koridor
a vejit do tmavé krabice umisténé na konci. Prlibéh experimentu zaznamenavala spodni
mobilni vysokorychlostni kamera se zaznamem 200 snimkU za vtefinu. Po stranach
koridoru jsou umisténa 2 zrcadla natocena tak, aby umoziovala zaznam pohybu ze tfech
stran. Pfed samotnym testovanim byla kiZe potkan( na mistech odpovidajici kloubim
zadnich koncetin (hfeben kosti kycelni - HKK, kycelni kloub, kolena, kotnik, 5.
metatarzofalangedlni kloub) tetovdna. Zvifata byla trénovana tyden pred operaci a
testovani probéhlo v 5. a 9. tydnu po MP. Pro kazdé zvite bylo pofizeno 4 — 6 zaznamd,
z toho 3 reprezentativni byly pouZity pro analyzu pomoci softwaru TSE Motion (TSE
Systems, Némecko). Prvni a posledni krok byl vyloucen z analyzy. Parametry pro analyzu
jsme definovali nasledovné: vyska HKK jako maximalni vertikalni vzddlenost mezi HKK a
podlahou, protrakce a retrakce zadni koncetiny jako maximalni horizontdlni pozitivni
(protrakce) nebo negativni (retrakce) vzdalenost metatarzofalangealniho kloubu a HKK.
Dale jsme méfili rozsah pohybu v ky€elnim, a kolennim kloubu a kotniku pro obé

koncetiny (Obrazek 8). Ziskané hodnoty byly vypocitany pro obé koncetiny, a poté byly

zpramérovany pro vyslednou analyzu.

Obrazek 8: Kinetickd analyza pohybu

potkana. A — protrakce. B — retrakce. C —

uhel vkycelnim kloubu. D - dhel

"y kolennim kloubu. E — Ghel v kotniku.

3.5 Zpracovani tkané

Zvitata byla transkardialné perfundovana 9 tydnd po MP ledovym 4%
paraformaldehydem (Penta s.r.o., CR) nafedéném ve fosfatovém pufru. Patefe byly

dodatecné fixovany pres noc, a poté byly michy opatrné vyjmuty z paterniho kanalu. Do
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parafinu zalité 3 cm dlouhé misni segmenty s epicentrem uprostred byly transverzalné

nakrajeny na 5 um tenké rezy.

3.6 Histologicka analyza

Zachovanou Sedou a bilou hmotu jsme analyzovali pomoci barveni Luxol-Fast
Blue a kresolovou violeti (Sigma-Aldrich, USA). Pro morfologické méreni bylo vybrano 15
fezll s rozestupem 1 mm podél kranio-kaudalni osy, které jsme nasnimali na mikroskopu
Axioskop 2 plus (Carl Zeiss AG, Némecko) a analyzovali softwarem Imagel (National
Institutes of Health, USA). Na kazdém fezu byla vypoctena plocha zachované tkané

(mm?2). Stfed léze byl uréen jako nejmensi zachovald plocha michy.

3.7 Imunohistochemicka analyza

Pro zhodnoceni rlstu novych kolaterdl (axonal sprouting) jsme transversalni
misni fezy obarvili protilatkou proti proteinu GAP43 (Growth associated protein 43;
1:2000, Millipore, USA) v kombinace se sekundarni kozi protildtkou proti mysi IgG
konjugovanou s Alexa-Fluor 488 (1:200, Abcam, UK). Obrazky byly pofizeny s vysokym
rozliSenim mikroskopem LEICA CTR6500 (TissueGnostics, Rakousko) a pro analyzu
GAPA43 pozitivnich vldken byl pouzit software TissueQuest (TissueGnostics, Rakousko).

Astrogliozu jsme hodnotili pomoci protildtky proti GFAP konjugované
s fluoroforem indotrimethinecyaninem v koncentraci 1:400 nebo 1:300 (Sigma Aldrich,
USA). Pro analyzu aktivace mikroglii byly fezy inkubovany s primarni kozi protilatkou
anti-IBA1 (1:500, Abcam, VB), nasledné se sekundarni biotinylovanou krali¢i protilatkou
IgG a streptavidin-peroxidazou (Vector Laboratories, USA). Komplex byl vizualizovan 3,
3’-diaminobenzidinem (Vector Laboratories, USA) a fezy dobarveny hematoxylinem.
Makrofagy jsme detekovali pomoci barveni CD68 (1:75, Bio-Rad, USA) a sekunddarni
protildtkou konjugovanou s Alexa-Fluor 594 (1:500, Abcam, VB) a CD206 protilatkou
(1:200, Abcam, VB) s pouzitim sekunddarni protilatky konjugované s Alexa-Fluor 488
(1:200, Abcam, VB).

Pocet protoplazmatickych astrocytl, mikroglii a M2 mikroglii/makrofagd jsme
analyzovali softwarem Imagel. Za M2 mikroglie/makrofagy byly pocitany buriky

pozitivné nabarvené na CD68 (spoleény marker mikroglii/makrofagl) i CD206 (selektivni
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marker M2 mikroglii/makrofagu). GFAP pozitivni plochy fezu kolem kavity jsme hodnotili
pomoci softwaru Imagel nebo TissueQuest software.

Aktivaci prozanétlivé drahy NFkB jsme sledovali pomoci jaderné translokace
proteinu p65 krali¢i protilatkou proti p65 (Santa Cruz, Dallas, USA) a sekundarni kozi
protilatkou 1gG konjugovanou s kienovou peroxidazou H (Vector Laboratories, USA).
Nasledné byl na vzorky pfidan 3, 3’-diaminobenzidin a peroxid vodiku k vytvoreni
hnédého precipitatu. Rezy byly dobarveny hematoxylinem. K analyze poétu jader s

translokovanym p65 byl pouzit software HistoQuest (TissueGnostics, Rakousko).

3.8 qRT-PCR

Genovou expresi jsme stanovovali kvantitativni polymerazovou retézovou reakci
v redlném case (qRT-PCR). Hodnotili jsme geny relevantni pro regeneraci tkané sortilin
1 (Sort1), fibroblastovy rlstovy faktor 2 (Fgf2), kaspaza 3 (Casp3), argindza 1 (Argl),
Cd86, Cd163, mandzovy receptor C typu 1 (Mrcl), interferon regulujici faktor 5 (/rf5),
Nfkb1, ciliarni neurotroficky faktor (Cntf), Gap43, oligodendrocytarni transkripcni faktor
2 (Olig2), Gfap a vaskuldrni endotelovy rlstovy faktor (Vegf) v rliznych ¢asovych Usecich
po MP. Dale jsme zjistovali expresi gend cytokini/chemokind spojenych se zanétlivou
reakci 1/118, Tnfa, Ifny, 116, 1110, 1111, 1112, 1113 a Ccl5 v dobé 1 a 14 dni po MP.

RNA byla izolovana z parafinovych ezl pomoci kitu High Pure RNA Paraffin Kit
(Roche, Némecko) dle doporu¢eného postupu vyrobce. lIzolovanou RNA jsme
kvantifikovali spektrometrem (NanoPhotometerTM P-Class, Némecko). K reverzni
transkripci do cDNA byl pouzit transkriptor Universal cDNA Master (Roche, Némecko) a
termocykler (T100TM Thermal Cycler, Bio-Rad, USA). Smés pro gRT-PCR obsahovala
roztok cDNA, FastStart Universal Probe Master (Roche, Némecko) a TagMan® esej pro
kvantifikaci genové exprese (Life Technologies, USA). Vysledny objem reakcéni smési pro
gRT-PCR byl 10 ul a obsahoval 25 ng extrahované RNA. Amplifikace probéhla na
termocykleru StepOnePlusTM (Life Technologies, USA) a podminky amplifikace byly
nastaveny nasledovné: 2 min 50°C, 10 min 95°C, 40 cykl( 15 s 95°C a 1 min 60°C. VSechny
vzorky jsme pfipravili v duplikatech a v kazdd esej zahrnovala negativni kontrolu pro
kazdy gen. Vysledky byly analyzovany pomoci softwaru StepOnePlus® (Life
Technologies, USA). Uroveri genové exprese byla normalizovana podle referenéniho
genu Gapdh. Pro relativni kvantifikaci genové exprese byla pouZita metoda AACt,

41



kontrolni skupina zvifat byla pocitana jako nulova hodnota. V grafech je vyjadrena

zvySena Ci snizend mira exprese pomoci log2 méfitka.

3.9 Analyza cytokinl

Hladina cytokint v misni tkani byla stanovovana 1, 3, 7, 10 a 14 dni po MP. Potkan
byl usmrcen dekapitaci, patef byla rychle vyjmuta a umisténa na led, byla vyfiata micha
a jeji 2 mm dlouhy segment s epicentrem uprostfed byl vyfiznut a inkubovan 24 hod
v kultivaénim médiu (DMEM, Sigma Aldrich, USA) obsahujicim 10% fetalni bovinni sérum
a 0,2% primocin. Poté bylo kultivacni médium odsato a hladina cytokin( v ném byla
uréena s pouzitim Milliplexového kitu pro stanoveni zanétlivych cytokina (Millipore,
USA). Sledovali jsme hladiny potkanich cytokint IL1B, IL2, IL4, IL6, IL12p70, TNFa, MIP1a
a CCL5. Eseje probéhly v 96 - jamkovych desti¢ckach dle navodu vyrobce. Koncentrace
Castic konjugovanych s protilatkou byla pouzita 5000 ¢astic na jeden marker a byly
inkubovany se vzorkem pfes noc. Ke vzorku byla pfiddna protilatka znacend biotinem a
streptavidin-R-Phycoerythrin (Life Technologies, USA) a hladinu cytokinG jsme meéfili
pfistrojem Luminex xXMAP 200 (Luminex, USA). Data byla zpracovdna v softwaru Magpix
instrumentation. Pro vypocet koncentrace kazdého z cytokinl (ng/uL) jsme pouzili
stfedni intenzitu fluorescence a standardni kfivku. Vysledky jsou vyjadfeny jako

procento zmény lécené skupiny vici kontrolni skupiné (100%).

3.10 Statisticka analyza

Pro porovnani rozdild mezi jednotlivymi skupinami jsme pouzili nékolik
statistickych testl. Behavioralni testy, hodnoceni Sedé a bilé hmoty, gliové jizvy, aktivace
mikroglii a pocet protoplazmatickych astrocytl jsme analyzovali dvoucestnou ANOVOU
pro opakovana méreni s naslednym post-hoc testem Student-Newman-Keuls. Pro
kvantitativni analyzu pohybu byla pouZita jednocestnd analyza rozptylu (Analysis of
variance, ANOVA) s pouzitim Newman-Keuls mnohocetného srovnavaciho testu. Dvé
skupiny v jednom c¢asovém Useku jsme porovnavali studentovym nepdrovym T-testem
s Mann Whitney testem. Pro analyzu NFkb byla pouzita trojcestnd ANOVA. Dveé skupiny
ve vice Casovych usecich (gRT-PCR, cytokiny) jsme hodnotili dvoucestnou ANOVOU

s naslednym post-hoc testem Student-Newman-Keuls.
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Vsechna data v grafech jsou vyjadiena jako aritmeticky primér + stfedni chyba
prGméru (standard error of the mean, SEM). Statisticka signifikance je v grafech
vyjadiena nasledovné: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. Statisticka analyza byla
provedena v softwaru GraphPad Prism5 (San Diego, USA) nebo SigmaStat software

(Sistat Software Inc., USA).
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4 VYSLEDKY

4.1 Vliv laserového svétla o vinové délce 808 a 905 nm na regeneraci po MP

Vysledky v této kapitole jsou zaloZzeny na datech z ¢lanku:

Svobodova, B.; Kloudova, A.; Ruzicka, J.; Kajtmanova, L.; Navratil, L.; Sedlacek, R.; Suchy,
T.; Jhanwar-Uniyal, M.; Jendelova, P.; Machova Urdzikova, L. The effect of 808 nm and
905 nm wavelength light on recovery after spinal cord injury. Sci Rep. 2019 May
21;9(1):7660.

V této publikaci se zabyvame lé¢bou MP pomoci FBM. Pouzili jsme komeréné
dostupny a klinicky schvaleny laser s MLS systémem. Ten kombinuje dvé vinové délky
(808 nm a 905 nm), jejichZ synchronizované pulzy by mély dosahovat efektivnéjsich

vysledk( [é¢bou FBM diky lepsi distribuci energie do tkané.

4.1.1 Motorika a senzitivita zadnich koncetin

Zlepseni funkénich motorickych a senzitivnich schopnosti po opakované aplikaci
FBM jsme otestovali sérii testli: BBB test, plantar test, chlze po ty¢i a kinematicka
analyza zdznamu chlze potkana. Vysledky BBB testu ukazaly signifikantni zvySeni
bodového skére od prvniho tydne po MP pretrvavajici az do ukonceni experimentu 9.
tyden (Obrazek 9 — A).

Doba ucuknuti zadni packy po tepelném stimulu je po MP zkracena z dlivodu
hyperalgezie. U laserem |éCené skupiny zvifat doslo k signifikantnimu prodlouzeni doby
odpovédi v 3.az 5.tydnu av 7. az 9. tydnu po MP (Obrazek 9 — B). Od 3. tydne po MP
byl zafazen test chlze po ty¢i, ktery hodnoti zlepseni koordinace a motoriky pfi ukolu
vyZzadujicim pFesné&;jsi jemné pohyby. Ukolem je prejit 3 cm Sirokou plochou ty¢ za ¢as
kratsi nez 60 vterin. BEhem testu je hodnocena rovnovaha, schopnost udrzet se na tydi,
pohyb zadnich koncetin a je méren cCas potfebny k prejiti stfedni ¢asti tyCe. Laserem
|éCena skupina zvifat dosahovala lepSich vysledk(l. 7 z 15 potkanu Iécené skupiny bylo

schopno pfrejit ty¢, oproti 1 z 11 potkant kontrolni skupiny (Obrazek 9 —C). Také bodové
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hodnoceni pohybu bylo u IéCené skupiny signifikantné vyssi po celou dobu trvani

experimentu (Obrazek 9 — D).
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Obrazek 9. Behavioralni efekt IéCby laserem. (A) Vysledky hodnoceni lokomocnich dovednosti pomoci BBB testu.
(B) Vliv terapie na termalni nocicepci sledovanou plantar testem. (C, D) Hodnoceni komplexnich motorickych
schopnosti pomoci testu chlize na tyci. V grafech jsou uvedeny primérné hodnoty + SEM. Kontrolni skupina n=15,

|é¢end skupina n=11. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. PO — pred operaci.

V 5. a 9. tydnu byla chize obou skupin potkand zaznamendna pomoci pfistroje
MotoRater. Tento zdznam byl pouZit ke kvantitativni analyze. MP zpUsobilo vazné
poskozeni motorickych funkci, které nebyly plné obnoveny ani po 9 tydnech. Zvirata
z kontrolni skupiny pfi pohybu pouzivala predevsim predni koncetiny a tdhla zadni nohy
za sebou bez jakékoliv podpory vahy, o éemz vypovida snizena vyska HKK. Zdrava zvirata
se pres koridor pohybovala s pomoci zadnich koncetin s ¢astecnou podporou vahy,
jejich vyska HKK byla signifikantné zvySena v obou sledovanych ¢asovych Usecich, avsak

tyto hodnoty nedosahovaly hodnot zdravych zvifat (Obrdzek 10 — A).
45



Kinematickd analyza zahrnovala rovnéz vypocet maximalni pozitivni a negativni
vychylky zadni koncetiny v horizontdlnim sméru (protrakce a retrakce). V hodnotach
retrakce (negativni vychylka koncetiny smérem k ocasu) nebyl nalezen rozdil mezi
experimentalnimi skupinami (Obrdazek 10 — B). Naopak vysledky analyzy protrakce
(pozitivni vychylka koncetiny smérem k hlavé) ukazaly signifikantni zlepseni u laserem
|éCené skupiny a pfiblizeni k hodnotam zdravych zvirat (Obrazek 10 — C).

Dale jsme hodnotili rozsahy jednotlivych kloubl zadnich koncetin (Obrazek 10
—D-F). Laserem |éCena skupina méla v kycelnim kloubu stejny rozsah jako skupina
zdravych zvirat. Kontrolni skupina méla rozsah pohybu tohoto kloubu v 5. tydnu
signifikantné sniZzeny oproti zdravym i Ié¢enym zvifatim a v 9. tydnu po MP bylo snizeni
signifikantni pouze v0ci laserem lé¢enym zvifatim. Pfi porovnani rozsahu pohybu
v kolennim kloubu kontrolnich a laserem léenych zvifat nebyl nalezen rozdil, obé
skupiny mély rozsah vtomto kloubu vobou casovych intervalech znacné snizen
v porovnani se zdravymi zvifaty. Rozsah pohybu v kotniku byl signifikantné zvySen u
laserem lécené skupiny v obou ¢asovych intervalech vici kontrolni skupiné i vici skupiné

zdravych zvifat. Rozsah pohybu v kotniku kontrolnich zvifat se nelisil od zdravych zvirat.
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Obrazek 10. Kvantifikace lokomoce. (A) Vyska HKK byla definovana jako vertikalni vzdalenost mezi
podlahou a HKK. (B) Negativni maximalni horizontalni vzdalenost (retrakce) metatarzofalangeéiniho
kloubu a hfebenu kosti kycelni. (C) Pozitivni maximalni horizontalni vzdalenost (protrakce)
metatarzofalangealniho kloubu a hifebenu kosti kycelni. (D-F) Rozsah pohybu v jednotlivych kloubech.
V grafech jsou uvedeny priimérné hodnoty + SEM. n=5. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. PO — pred

operaci.

4.1.2 Zachovani Sedé a bilé hmoty misni

Pomoci barveni Luxol-Fast Blue a kresolovou violeti jsme hodnotili zachovani bilé
a Sedé hmoty 9 tydnU po MP (Obrazek 11). Oba typy misni tkané byly vice zachovany u
laserem lécené skupiny zvitat v kranidlni a kaudalni ¢asti michy smérem od stfedu léze.
V pripadé zachovani Sedé misni hmoty bylo signifikantné vétsi zachovani tkané nalezeno

4-5 mm kranialné a 3-7 mm kaudalné od centra léze. BildA hmota mich laserem lécené

skupiny byla signifikantné vice zachovana 3-6 mm kranidlné a 4-7 mm kauddalné od

centra léze.
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Obrazek 11. Zachovani Sedé a bilé hmoty. (A-F) Reprezentativni obrazky misnich fez(i nabarvenych Luxol-
Fast Blue a kresolovou violeti 9 tydnl po MP. (G, H) Morfometricka analyza zachovéni Sedé a bilé misni

hmoty. V grafech jsou uvedeny primérné hodnoty + SEM. n=6. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

4.1.3 Gliova jizva

Reaktivni astrogliézu jsme hodnotili v kranidlni (-3 mm, -2 mm), centrdlni
(-1 mm-+1mm) a kaudalni (+ 2 mm, + 3 mm) ¢asti michy na transverzalnich fezech
nabarvenych protilatkou anti-GFAP (Obrazek 12 A - B). Pfi porovnani kontrolni a laserem
|éCené skupiny jsme nedetekovali signifikantni rozdil v Zzadné ¢asti michy (Obrazek 12 —

E). Dale jsme hodnotili mnoZstvi protoplazmatickych astrocytl (Obrazek 12 C - D), které

jsou prepocitdny na mm?. V kranidlni a centralni ¢asti michy nebyl nalezen signifikantni
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rozdil, avsak v kaudalni ¢asti byl snizen pocet protoplazmatickych astrocytli u laserem

|é¢ené skupiny (Obrazek 12 —F).
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Obrazek 12. Hodnoceni gliové jizvy. (A-D) Reprezentativni obrazky GFAP barveni pro urceni plochy gliové
jizvy (A,B,E) a poctu protoplazmatickych astrocytl (C,D,F) — vyznaceno bilymi Sipkami. (A, C) —laser, (B, D)

— kontrola. V grafech jsou uvedeny priimérné hodnoty + SEM. n=6. *p<0.05.
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4.1.4 Rust axondlnich kolateral
Nové rostouci axondlni vlidkna jsme detekovali barvenim proti GAP43. Nebyl

pozorovan zadny signifikantni rozdil mezi obéma skupinami (Obrazek 13).
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Obrazek 13. Rast novych axonalnich kolateral. (A, B) Reprezentativni obrazky
barveni GAP43 (A) — laser, (B) — kontrola. (C) Kvantitativni hodnoceni GAP43*

axonalnich kolateral. V grafech jsou uvedeny pridmérné hodnoty + SEM. n=6.
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4.1.5 Analyza mikroglii/makrofagt
Pro analyzu aktivace mikroglii/makrofagli jsme vyuZili marker IBA1. Pfi porovnani

kontrolni a laserem lécené skupiny nebyl nalezen Zadny signifikantni rozdil (Obrazek 14).
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Obrazek 14. Vliv FBM na aktivaci mikroglii/makrofagt. (A, B) Reprezentativni obrazky IBA1 barveni (A) —
laser, (B) — kontrola. (C) Kvantifikace IBA1 pozitivni plochy v kranidlni (-3 mm, -2 mm), centralni (-1 mm -
+1 mm) a kaudalni (+ 2 mm, + 3 mm) ¢asti misni |éze. V grafech jsou uvedeny primérné hodnoty + SEM.
n=6.

Polarizaci mikroglii/makrofagli do M2 fenotypu jsme urcovali barvenim
transverzalnich fez(i dvéma protilatkami anti-CD68 (Cervend) a anti-CD206 (zelend).
CD68 je spoleény marker mikroglii/makrofagli a M2 makrofagy byly definovany jako
dvojité pozitivni CD68+/CD206+ buriky a jejich polet byl vztazen na mm?. Analyza byla
provedena v kranialni (-2mm), centrdlni and kaudalni (+2mm) ¢asti michy. U laserem

léCené skupiny bylo nalezeno statisticky signifikantné vice CD68+/CD206+ bunék

v kranialni a centralni ¢asti michy (Obrazek 15).
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Obréazek 15. Polarizace mikroglii/makrofdgi do M2 fenotypu. (A, B) Reprezentativni obrazky CD206
(zelend) a CD68 (Cervenad) barveni (A) — laser, (B) — kontrola. (C) Hodnoceni poctu dvojité pozitivnich
bunék v kranialni (-2 mm), centralni a kaudalni (+ 2 mm) ¢asti misni léze. V grafech jsou uvedeny priimérné

hodnoty * SEM. n=4. *p<0.05.
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4.1.6 qRT-PCR

Pomoci kvantitativni PCR v redlném case byla hodnocena exprese genl pro
rastové faktory (Sortl, Fgf2), apoptdzu (Casp3), imunitni odpovéd (Argl, Cd86), rust
axonalnich kolaterdl (Gap43), astrogliézu (Gfap) a vaskularizaci (Vegf) (Obrazek 16).
Exprese viech zkoumanych gent byla u laserem Ié¢ené skupiny sniZzena s vyjimkou Arg1,
jehoZ exprese byla zvySena, ale nedosahla signifikance. Signifikantni sniZzeni exprese bylo

naopak pozorovano u genll Fgf2, Casp3, Cd86 a Vegf v porovnani s kontrolni skupinou.

qPCR
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Sort! Fgf? Casp3 Argl Cd86 Gapd3 Gfap Vegf

Obrazek 16. Vliv laserové terapie na Uroven mRNA genl spojenych s regenerativnim procesem. Hodnoty

jsou vztazeny vici kontrolni skupiné. V grafech jsou uvedeny primérné hodnoty + SEM. n=4. *p<0.05.
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4.2 \Vliv polyfenolu ze zeleného ¢aje EGCG a kurkuminu na regeneraci po MP

Vysledky v této kapitole jsou zaloZeny na datech z ¢lanka:

Machova Urdzikova, L.; Ruzicka, J.; Karova, K.; Kloudova, A.; Svobodova, B.; Amin, A.;
Dubisova, J.; Schmidt, M.; Kubinova, S.; Jhanwar-Uniyal, M.; Jendelova, P. A green tea
polyphenol epigallocatechin-3-gallate enhances neuroregeneration after spinal cord
injury by altering levels of inflammatory cytokines. Neuropharmacology. 2017

Nov;126:213-223.

Ruzicka, J.; Urdzikova, L.M.; Svobodova, B.; Amin, A.G.; Karova, K.; Dubisova, J.;
Zaviskova, K.; Kubinova, S.; Schmidt, M.; Jhanwar-Uniyal, M.; Jendelova, P. Does
combined therapy of curcumin and epigallocatechin gallate have a synergistic
neuroprotective effect against spinal cord injury? Neural Regen Res. 2018 Jan;13(1):119-

127.

V téchto publikacich jsme se zabyvali terapeutickym potencidlem extraktu ze
zeleného c¢aje EGCG a jeho pfipadnou synergii s kurkuminem, jehoZz protizanétlivé
vlastnosti byly popsany v dfivéjsich publikacich (Machova Urdzikova et al., 2015).
Nejprve jsme zkoumali vliv EGCG na aktivitu NFkB drahy a cytokinl spojenych se
zanétem, a poté vliv samotného EGCG, kurkuminu a jejich kombinace na funkéni testy a

patofyziologii po MP.

4.2.1 Aktivita drahy NFkB

Sledovali jsme vliv EGCG na aktivitu prozanétlivé drahy NFkB. Hodnotili jsme
polet p65 pozitivnich jader na mm? tkané 3., 7. a 28. den po MP (Obrazek 17 — A - C).
Lééba EGCG vedla k vyraznému poklesu aktivity NFkB drahy ve vSech sledovanych
Casovych usecich v porovnani s kontrolni skupinou. Pocet p65 pozitivnich jader 3 dny po
MP byl signifikantné snizen v centru léze, 7 dni po MP bylo pozitivnich jader vyrazné
méné kranialné od centra léze a 28. den byla aktivita p65 spojend s NFkB drahou

signifikantné sniZzena ve vSech hodnocenych oblastech léze.
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Obrazek 17. Aktivita NFkB. Vliv EGCG na NFkB signalizac¢ni drahu 3, 7 a 28 dni po MP. n=12. V grafech jsou

uvedeny prdmérné hodnoty + SEM. *p<0.05, **p<0.01.

4.2.2 Hladiny cytokint

Sledovali jsme vliv EGCG na hladinu sekretovanych zanétlivych cytokind 1, 3, 7, 10 a 14
dni po MP v kontrolni i EGCG |é¢ené skupiné (Obrazek 18). Nejvyssi efekt Ié¢by EGCG byl
zaznamendn prvni den po MP. Hladiny cytokind MIP1a, IL6 a CCL5 byly signifikantné
snizeny a jejich hodnoty byly stabilni v pribéhu celého tydne. Hladina IL4 byla u EGCG
skupiny zvySena, signifikantné vsak pouze 1. den po MP. Celkova zanétliva reakce klesala
v pribéhu ¢asu. Hladina IL2 byla v EGCG |écené skupiné signifikantné snizena 3 dny po
MP. Hladiny cytokin(i IL12p70 a TNFa. po pocatecnim signifikantnim zvySeni zacaly klesat
béhem prvniho tydne |écby, avSak hladina téchto cytokini u kontrolni skupiny
projevovala opacny trend. Hladina IL1B byla u EGCG |é¢ené skupiny signifikantné vyssi

14 dni po MP v porovnani s kontrolni skupinou zvirat.
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Obrazek 18. Hladiny sekretovanych cytokinl spojenych se zanétlivou reakci stanovované v misté léze.
Hodnoty jsou vztazeny vici hodnotdam naméfenym ve zdravé mise. V grafech jsou uvedeny priimérné

hodnoty + SEM. n=5. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

4.2.3 Motorika a senzitivita zadnich koncetin

Zhodnoceni zlepSeni motorickych a senzorickych funkci po MP bylo opét
provedeno sérii testll. Porovndvali jsme skupiny zvifat z kontrolni skupiny, |écené
samotnym kurkuminem, EGCG nebo jejich kombinaci. Kontrolni skupina dosahla v BBB
testu platé faze po 4 tydnech od MP a prabérné hodnoty méné nez 6 bodu. Skupina
|[é¢end EGCG prokazala pouze mirné zlepSeni motorickych funkci, avSak zvifata lé¢end
samotnym kurkuminem nebo kombinaci kurkuminu a EGCG se v porovnani s kontrolni

skupinou vyrazné zlepsila (Obrazek 19 — A).
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Béhem testu chlize po tyCi (Obrazek 19 — B a C), ktery vyZzaduje slozZitéjsi
motorické dovednosti, dosahla kontrolni skupina zvifat pridmérného bodového
hodnoceni 1, coz predstavuje udrzeni se na tyéi po dobu nejméné 30 vtefin bez
schopnosti ty¢ prejit. VSechny |éCené skupiny zvitat ziskaly vice neZ 2 body, cozZ
predstavuje schopnost dojit alespon do poloviny délky tyce. Zvirata |é¢enda EGCG dosdhla
nejlepsiho vysledku ze vSech skupin. V prvnich tydnech méla skupina s kombinovanou
[é¢bou lepsi vysledky nez jednotlivé 1é¢by a kontrolni skupina, avsak tento trend nebyl
signifikantni. DalSim mérfenym parametrem byl ¢as potifebny k prejiti tyce. Nejkratsi ¢as
méla skupina dostdvajici EGCG lécbu. Skupiny |éCené jednotlivymi latkami byly
signifikantné rychlejsi nez kontrolni zvifata, synergicky efekt kombinované lécby vSak
nebyl v tomto pfipadé pozorovan.

Miru hyperalgesie po MP a Ié¢bé jsme testovali plantar testem (Obrazek 19 - D).
EGCG, kurkumin, ani jejich kombinace nemély vliv na hyperalgesii vzniklou nasledkem

MP.
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Obrazek 19. Vysledky behavioralniho testovani po lécbé kurkuminem, EGCG a jejich kombinaci. (A)

Hodnoceni lokomoénich dovednosti pomoci BBB testu. (B, C) Vysledky hodnoceni komplexnich
motorickych schopnosti pomoci testu chlze na tyci. (D) Vliv terapie na termalni nocicepci sledovany
plantar testem. V grafech jsou uvedeny primérné hodnoty + SEM. Kontrolni skupina n=10, EGCG skupina
n=19, kurkumin skupina n=13, kurkumin+EGCG skupina n=9. *p<0.05 vici kontrole, § p<0.05 vici skupiné

kurkumin, ¥ p<0.05 vuici skupiné EGCG, ¥ p<0.05 vici skupiné EGCG a kurkumin. PO — pred operaci.

4.2.4 Histologicka a imunohistochemicka analyza 9 tydni po MP

Morfometrickou analyzou jsme porovnavali efekt EGCG, kurkuminu a jejich
kombinace na zachovani $edé a bilé hmoty (Obrazek 20 — A a B). Zadna ze sledovanych
terapii neprokazala signifikantni vliv na zachovani misni tkané. Samostatna aplikace
EGCG a kurkuminu méla pouze mirny vliv na zachovani misni tkané, jejich kombinace
vSak neméla efekt zadny. Naopak kombinovana Iécba jevila silny trend snizeni velikosti
misni kavity v porovnani s kontrolni skupinou (Obrazek 20 — F).

Velikost gliové jizvy nebyla samostatnymi lé¢bami nijak signifikantné snizena,

avsak v obou skupinach byl nalezen mensi pocet protoplazmatickych astrocytl (Obrazek
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20 - C a D). Kombinovana terapie ukdzala ¢astecné snizeni GFAP pozitivni zjizvené tkané
ve stfedni ¢asti poSkozené michy v porovnani s kontrolni skupinou. V této skupiné nebyl
zménén pocet protoplazmatickych astrocyt(.

Pocet nové rostoucich axonl byl méfen na fadé transverzdlnich fez(
nabarvenych na GAP43 (Obrazek 20 — E). Obé samostatné I1écby mély tendenci zvysit
pocet GAP43 pozitivnich vldken, kombinovana terapie méla tento efekt jesté vyraznéjsi

aZ na hranici signifikance (p=0.057).
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Obrazek 20. Vysledky histologické a imunohistochemické analyzy poranéné michy 9 tydn( po MP.
Hodnotili jsme zachovani bilé a Sedé hmoty (A, B) na fezech barvenych Luxol-Fast Blue a kresolovou violeti,
plochu gliové jizvy (C) a pocet protoplazmatickych astrocytl (D) pomoci barveni proti GFAP a rist
axonalnich kolaterdl (E) na fezech nabarvenych proti GAP43. Morfometrickou analyzou jsme stanovovali
velikost kavity (F) a celkové zachovani misni tkané (G). V grafech jsou uvedeny primérné hodnoty + SEM.
n=5. *p<0.05 vuci kontrole, § p<0.05 vici skupiné kurkumin, X p<0.05 vUci skupiné EGCG a kurkumin.

Symbol # je pouzit pro zndzornéni trendu se statistickou hodnotou p = 0.05 - 0.06.
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4.2.5 qPCR

V' michach zvifat |é¢enych EGCG jsme nejprve stanovovali expresi genl
spojenych s makrofagy (Cd86, Cd163, Irf5 a Mrc1) v 10. a 28. dni po MP (Obrazek 21).
EGCG mad vliv na expresi genli markertl M1 a M2 makrofagl. 10. den po MP byla zvySena
exprese markerd Cd86 a Irf5 a 28. den po MP byla signifikantné zvySena exprese markeru

Cd163 a Mrc1 u skupiny lé¢ené EGCG.

A gPCR 10D B qPCR28D
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Obrazek 21. Analyza genové exprese. Vysledky analyzy gend marker( mikroglii/makrofagt 10 (A) a 28 (B)
dni po MP. V grafech jsou uvedeny pridmérné hodnoty AACt + SEM. n=5. *p<0.05, **p<0.01.
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4.3 Vliv nanokurkuminu na regeneraci po MP

Vysledky v této kapitole jsou zaloZzeny na datech z ¢lanku:

Krupa, P.; Svobodova, B.; Dubisova, J.; Kubinova, S.; Jendelova, P.; Urdzikova, L.M. Nano-
formulated Curcumin (Lipodisq(TM)) modulates the local inflammatory response,
reduces glial scar and preserves the white matter after spinal cord injury in rats.

Neuropharmacology. 2019 May 17.

Pro tuto nasi studii jsme pouzili vysoce purifikovany synteticky kurkumin bez
primési, které jsou béiné obsazeny v extraktech z kurkumy (demethoxy- a bis-
demethoxykurkumin) a zbaveny 30 - 40% nedistot nachdzejicich se v jinych
kurkuminovych prepardtech. Nami pouzity vysoce Cisty kurkumin byl navdzan na
Lipodisq™, coZ je diskoidni nanoéastice s primérem typicky 10-25 nm, které jsou
biodegradabilni a jsou schopné inkorporovat hydrofobni a ve vodé Spatné rozpustné
slouceniny. Tento nanokurkumin je na rozdil od béZného kurkuminu rozpustny ve vodé

a fyziologickych roztocich.

4.3.1 Motorika a senzitivita zadnich koncetin

Vliv nanokurkuminu na obnovu lokomocnich funkci zadnich koncetin byl
sledovan pomoci BBB testu od prvniho tydne po MP a od tretiho tydne testu chiize po
tyci. Prvni den po MP byla zvifata kontrolni i [éCené skupiny paraplegicka s bodovym
hodnocenim 0-1. Obé skupiny se v pribéhu experimentu zlepsovaly, ale nebyl mezi nimi
zaznamenan rozdil.

Pro detailnéjsi a objektivnéjsi hodnoceni behavioralniho efektu Ié€by byla pouzita
analyza videozdznamu pohybu potkana 5. a 9. tyden po MP. Hodnotili jsme vySku HKK a
protrakci a retrakci zadnich koncetin. 5 tydnt po MP nebyl mezi skupinami rozdil, avsak
v 9. tydnu dosahovala signifikantné lepsich vysledkd skupina |é¢enad nanokurkuminem
v parametru vySka HKK a protrakce zadnich koncetin (Obrdzek 22 — A, B).

Dale jsme sledovali rozsah pohybu v kycelnim a kolennim kloubu zadnich koncetin
(Obrazek 22 — D, E), kde nebyl nalezen rozdil mezi Ié¢enou a kontrolni skupinou zvirat.
Ve vSech méfenych parametrech byla skupina [éend nanokurkuminem blize
k hodnotam zdravych zvirat.
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Obrazek 22. Kvantitativni analyza pohybu 5 a 9 tydnl po MP. (A) Vyska HKK byla definovana jako vertikalni
vzdalenost mezi podlahou a HKK. (B) Pozitivni maximalni horizontdlni vzdalenost (protrakce)
metatarzofalangealniho kloubu a hiebenu kosti kycelni. (C) Negativni maximalni horizontalni vzdalenost
(retrakce) metatarzofalangealniho kloubu a hrebenu kosti kycelni. (D, E) Rozsah pohybu v kycelnim a
kolennim kloubu. V grafech jsou uvedeny primérné hodnoty + SEM. n=5. *p<0.05, ***p<0.001. PO -

pred operaci.

4.3.2 Histologicka a imunohistochemicka analyza 9 tydni po MP

Zachovani Sedé a bilé hmoty misni bylo hodnoceno morfometrickym mérenim,
pfi kterém jsme pozorovali signifikantni rozdil jen u zachované bilé hmoty na vétsiné
fezll kranidlné od centra léze u zvifat po aplikaci nanokurkuminu (Obrazek 23 - A). V Sedé
hmoté jsme pozorovali pouze pozitivni trend.

Vznik glialni jizvy byl hodnocen jako plocha GFAP pozitivni astroglidlni tkané
okolo hlavni kavity. Plocha gliové jizvy byla signifikantné snizena u skupiny lécené
nanokurkuminem v porovnani s kontrolni skupinou (Obrdzek 23 - C). Vétsi pocet
protoplazmatickych astrocytll byl nalezen predevsim v kranidlni ¢asti léze u kontrolni
skupiny, signifikantné byl pak zvySen v centru léze u kontrolni skupiny oproti skupiné

|é¢ené nanokurkuminem (Obrazek 23 - D).
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Nové vznikla axonalni vldkna byla hodnocena jako celkova plocha GAP43
pozitivnich vldken na transverzalnich fezech michy. U zvifat Ié¢enych nanokurkuminem

jsme pozorovali mirné zvyseni (Obrazek 23 — E).
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Obrazek 23. Histologicka a imunohistochemicka analyza 9 tydn( po MP. Hodnotili jsme zachovéni bilé a
Sedé hmoty (A, B) na fezech barvenych Luxol-Fast Blue a kresolovou violeti, plochu gliové jizvy (C) a pocet
protoplazmatickych astrocytli (D) pomoci barveni proti GFAP a rlst axonalnich kolateral (E) na fezech

nabarvenych proti GAP43. V grafech jsou uvedeny prlimérné hodnoty + SEM. n=5. *p<0.05, **p<0.01,
***¥p<0.001.
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4.3.3 qPCR

1 den a 14 dni po MP jsme sledovali expresi vybranych gen( pro zanétlivé
cytokiny /118, Tnfa, Ifny, 16, 1112, Ccl5, 1111, 1110 a /13 (Obrazek 24). Hodnoty v grafu jsou
vztazeny v0Ci zdravé skupiné zvifat. Jeden den po MP byla u skupiny lécené
nanokurkuminem zjisténa snizend exprese genu pro //11 a silny trend ke snizeni I/1b
v porovnani snelétenou kontrolou. 14 dni po MP bylo u skupiny Ilécené
nanokurkuminem pozorovano signifikantni zvySeni exprese Ccl5, 1111 a 1/112 a silny trend

zvySeni exprese /6 a 1113.

qPCR 1D qPCR 14D
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1I1B TNFa IFNg IL-6 IL-12 CCL5IL-11IL-101L-13 111B TNFa IFNg IL-6 I1L-12 CCL5 IL-11 IL-10 IL-13

B3 nanokurkumin [ kontrola
Obrazek 24. mRNA exprese vybranych genl pro zanétlivé cytokiny 1 a 14 dni po MP. V grafech jsou
uvedeny prdmérné hodnoty + SEM. n=5. *p<0.05.
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5 DISKUSE

Poranéni michy neni mozné v souc¢asné dobé ucinné |écit. ProtoZe se jedna o
zavaziny traumaticky stav s vaznymi a trvalymi nasledky, je patrani po efektivni |écbé
velmi intenzivni. Zaroven je snaha najit efektivni IéCbu velkou vyzvou a trva po cela
staleti, proto je Zadouci i nalezeni IéCby, kterad by alespon zmirnila nasledky primarniho
a sekundarniho poranéni.

U vSech vybranych ¢lankd byl pouZit experimentalni model MP vytvoreny
balénkovou kompresni |ézi. Jednd se o jednoduchy a replikovatelny model, ktery je
klinicky relevantni k lidskému MP. Misni obaly z(stavaji nepoSkozeny. V misté poranéni
neni paterni kanal narusen laminektomii, jako je tomu u jinych modell, takZze nedochazi

k ovlivnéni sekundarni faze poranéni dekompresi (Vanicky et al., 2001).

5.1 Vliv laserového svétla o vinové délce 808 a 905 nm na regeneraci po MP

V prvni studii jsme hodnotili vliv FBM na zmirnéni nasledkt MP. Pro |é¢bu jsme
pouzili komeréné dostupny MLS laser, jehoZz pulzy jsou zaloZzeny na kombinaci a
synchronizaci dvou vinovych délek: 808 a 905 nm. Tato kombinace by méla vylepsit
pranik svételné energie do tkané a byt tudiz vice efektivni v modulaci bunééného
metabolismu a krevniho zdsobeni. Bylo prokazano, Zze obé vinové délky mohou
prochdzet vSemi anatomickymi vrstvami nad michou. Byrnes a spol. ukazali, ze 6 %
energie laserového svétla o vinové délce 810 nm muizZe michou projit (Byrnes et al.,
2005).

Nase data ukazuji funkéni zlepSeni po 1é¢bé FBM. Doslo k signifikantnimu zvySeni
BBB skore, pomoci kterého jsme sledovali lokomoci od prvniho tydne po MP. Jiz hned
od pocatku testovani byla skupina Ié¢ena FBM lepsi. ZlepSeni motoriky bylo pozorovano
i v dalSich publikacich (Byrnes et al., 2005; Wu et al., 2009; Paula et al., 2014). BBB test
je velmi uzite¢ny pro hodnoceni celkového pohybu potkana po volném prostranstvi,
avsak pfilis nereflektuje specifické a drobné zmény v motorickych funkcich (Burke and
Magnuson, 2012). Z tohoto didvodu jsme do experimentu zaradili test chlize po tydi,
ktery vyZaduje presnéjsi koordinaci pohybu a vétsi silu zadnich koncetin. Laserem Iécend
skupina potkanu byla schopna prejit ty¢ za kratsi ¢as a ziskala vy$si bodové ohodnoceni.

Tento test Ize svou narocnosti srovnavat s chiizi po Zebfiku, ktery pouZil i Byrnes a spol.,
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kde pozorovali u skupiny Ié¢ené FBM po dorzalni hemisekci zkraceni ¢asu potfebného
k prejiti Zebfiku (Byrnes et al., 2005).

Funkéni zlepSeni motorickych schopnosti po FBM bylo potvrzeno i kvantitativni
analyzou videozaznamu pohybu. Skupina Ié¢ena laserem byla blize skupiné zdravych
zvirat v parametrech vyska HKK, protrakce zadnich koncetin a rozsah pohybu v kycelnim
kloubu. Rozsah pohybu v kotniku byl u skupiny Ié¢ené FBM prekvapivé vyssi v porovnani
s kontrolni i zdravou skupinou. Toto zvySeni muZe vzniknout jako kompenzacni
mechanismus k efektivnimu pohybu v pribéhu rekonvalescence.

Vliv FBM na senzorické funkce jsme sledovali pouZitim plantar testu, ktery u
|[éCenych zvifat ukazal pokles poranénim vyvolané hypersenzitivity. Tento efekt
pozorovaly i dalsi studie. Hu a spol. popsali zmirnéni hypersenzitivity po FBM lécbé 670
nm LED svétlem po hemikontuznim poranéni (Hu et al., 2016). Rovnéz Veronez a spol.
pFi ozafeni poranéné michy svétlem o energii 1000 J/cm? pozorovali zlep$enou taktilni
sensitivitu (Veronez et al., 2016).

Vysledky histologické analyzy koreluji s pozorovanym zlepsenim motorickych i
senzorickych funkci. Domnivame se, Ze FBM ma neuroprotektivni efekt. Ve skupiné
|éCené laserem jsme nasli v perifernich ¢astech signifikantné vice zachovanou Sedou i
bilou misni tkan. K podobnym vysledkm dospéli i Paula a spol., ktefi nervovou tkan
analyzovali 20 dni po MP (Paula et al.,, 2014). Neuroprotektivni efekt FBM je také
podpofren in vitro studii, ve které Wong-Riley a spol. ukazali, Ze LED svétlo sniZzuje smrt
primarnich neuront diky podpore funkce mitochondridlniho enzymu CCO (Wong-Riley
et al., 2005).

Byrnes a spol. sledovali pozitivni vliv svétla o vinové délce 810 nm a energetické
divce 1 589 J/cm? na regeneraci axon0 (Byrnes et al., 2005). TotéZ ukazal i vyzkum Wu a
spol., ve kterém pouzili stejny laser jako Byrnes a spol. a ke sledovani regenerace axonu
vyuzili anterogradni znaceni axonul v miSe po hemisekci a kontuzi (Wu et al., 2009). Nase
vysledky nepotvrzuji vliv FBM na axonadlni rlst, nepozorovali jsme rozdil v mnoZstvi
GAP43+ vlaken. Rovnéz vysledky analyzy genové exprese neukazuji zadny rozdil v gap43
mRNA 9 tydnd po MP.

Aplikace FBM neovlivnila tvorbu gliové jizvy. Rozdil byl vSak nalezen v poctu

protoplazmatickych astrocyt(, ve skupiné |é¢ené laserem byl jejich pocet v kaudalni ¢asti
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michy signifikantné nizsi. Protektivni efekt FBM na kaudadlni ¢ast poskozené michy byl
rovnéz popsan v praci Song a spol., kterd navic poukazuje na zvySené mnozstvi
protizanétlivych M2 mikroglii/makrofagld po 1écbé laserem (Song et al., 2017). Von
Leden a spol. zkoumali polarizaci mikroglii/makrofagt po rizné davce svételné energie.
Hodnoty mezi 0,2 - 10 J/cm2 indukovaly polarizaci do M2 fenotypu (von Leden et al.,
2013). Vysledky analyzy genové exprese naznacuji stejny trend polariza¢niho posunu
smérem k M2 mikrogliim/makrofagim. Po Iécbé doslo k signifikantnimu snizeni mRNA
genu Cd86 (marker prozanétlivych M1) a k mirnému zvySeni mRNA Argl (marker M2).
Celkova aktivace mikroglii/makrofagli byla u l|édené i nelécené skupiny dle
imunohistochemické analyzy podobna. Pro rozliseni M2 mikroglii/makrofagli bylo
pouzito dvojité barveni CD206 a CD68 a dvojité pozitivni buriky byly povazovany za M2
fenotyp. Jejich pocet byl signifikantné zvysen v kranialni a centralni ¢asti poranéné
michy, coZ podporuje hypotézu Songa a spol. o mechanismu plsobeni FBM rovnéz pres
vliv na polarizaci mikroglii/makrofagt (Song et al., 2017).

Analyzou genové exprese jsme odhalili snizeni exprese genll Sort1, Fgf2, Casp3 a
Vegf. Sortilin je membranovy receptor exprimovany nervovou tkani, na ktery se vaze
NGF a jeho prekurzor proNGF. Tyto neurotrofiny reguluji neuronalni vyvoj signalnimi
drahami bunécné smrti. Neuronalni burikky po poranéni sekretuji prekurzor, ktery
indukuje apoptézu navazanim na sortilinovy receptor (Jansen et al., 2007). Hladina
mMRNA genu Sort1 byla u laserem |écené skupiny mirné snizena. Sortilinovy ligand NGF
je takové spojovan se vznikem hyperalgesie (Shu and Mendell, 1999), proto snizena
hladina mRNA Sort1 genu mUze souviset s poklesem tepelné hypersensitivity u laserem
|éCené skupiny.

Dalsi ndmi sledovany gen Casp3 m{ze souviset s apoptézou, ale k jeho upregulaci
dochazi i v reaktivnich astrocytech bez pfitomnosti bunécné smrti (Aras et al., 2012).
Nami pozorované snizeni Casp3 mUzZe souviset se snizenim poctu protoplazmatickych
astrocytli po FBM |écbé.

Hladina VEGF se po MP sniZuje a tento pokles pretrvava az 1 mésic po poranéni
(Herrera et al., 2009). Neutralizace VEGF pomoci protilatek se projevi zpomalenim
funkcni regenerace a zhorSenim histopatologie funkéni regenerace (Benton et al., 2009).

Snizeni toho faktoru muze byt spojeno s jiz zmifnovanym poklesem hypersenzitivity po
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MP, vysledky studie od Nesic a spol. naznacuji, Zze VEGF-A izoforma 165 u potkan( po
MP zvySuje hypersenzitivitu a mechanickou alodynii (Nesic et al., 2010).

Yoshida et al. ukazal, Ze intratékdlni aplikace FGF-2 protildtky potkanim
s neuropatickou bolesti sniZzuje hladiny FGF-2 a mnoZstvi GFAP pozitivnich bunék a
signifikantné zeslabuje mechanickou alodynii (Yoshida et al., 1992). My jsme v nasi studii
po FBM nalezli snizenou hladinu genové exprese Fgf-2, coZ mlZe souviset s pozorovanou
signifikantni redukci hyperalgezie, stejné jako s nizSim poctem protoplazmatickych
astrocytl v kaudalni ¢asti poSkozené michy.

FBM je neinvazivni terapeuticka metoda. Je zfejmé, Ze nastaveni parametrd, jako
jsou intenzita nebo frekvence svételného paprsku, jsou dilezité. V publikacich se tyto
parametry velmi li$i a rozsah pouZitych energetickych davek se pohybuje mezi 6 J/cm?
(Paula et al., 2014) a 1,500 J/cm? (Wu et al., 2012b). Je proto velmi sloZité mezi sebou
vysledky jednotlivych studii porovnavat, pokud jde o nastavené parametry. Nase studie
se zabyvala dlouhodobym vlivem kombinace dvou vinovych délek na funkéni zlepseni po
MP. K odhaleni mechanismu ucéinku FBM vedouciho k ndmi pozorovanym pozitivni
zménam, je zapotrebi hlubsi biochemické analyzy, predevsim v ¢asnych Usecich po MP.
Pfesto jsme prokazali pozitivni terapeuticky efekt na akutni MP vyuzitim kombinace
dvou vinovych délek emitovanych z komeréné dostupného laserového pfistroje. Tyto

vysledky poukazuji na nadéjny terapeuticky potencial FBM pro lécbu lidi s MP.
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5.2 Vliv EGCG, kurkuminu, jejich kombinace a nanokurkuminu na regeneraci po MP

V dalSich dvou publikacich jsme se zaméfili na efekt pfirodnich sloucenin EGCG a
kurkuminu na zmirnéni nasledki po MP. Treti publikace se zabyva také kurkuminem,
avsak jeho modifikovanou formou, kterd je navdzana na nanonosié, ktery ma za cil
upravit vlastnosti zmifiované molekuly, aby byla lIépe rozpustnd a v téle |épe dostupna.
| pfes mnozstvi pozitivnich vysledk( studii neni kurkumin pfFili§ sméfovan do klinické
praxe, predevsim kv(li jeho rychlé metabolizaci, nizké rozpustnosti ve vodé a rychlé
eliminaci (Metzler et al., 2013; Tonnesen, 2002). Soucasny pokrok v nanomediciné
umoznuje navazovat léCivé molekuly na vhodné nanonocice, coz muize zvysit jejich
biologickou dostupnost. To bylo zkouSeno i s molekulou kurkuminu, ktera byla navazana
na chemickych polymerech (Liu et al., 2019), byla zavzata do lipozom( (Jelezova et al.,
2015) a polymerickych mycel (Yoncheva et al.,, 2015). Kurkumin navdzany na
nanocdsticich ma lepsi biologickou dostupnost diky jeho vyssi koncentraci v plazmé
(Chengetal., 2013; Umerska et al., 2018). Ma silny imunomodulaéni efekt (Trivedi et al.,
2017) a pusobi vice protektivné proti neurodegenerativnim zméndm neZ béiny
kurkumin (Dende et al., 2017).

U kurkuminu byl jiz dfive popsan jeho vliv na snizeni aktivity drahy NFkB
(Machova Urdzikova et al., 2015). ZvySena aktivace této drahy byva spojovana se
zanétlivou reakci a zahrnuje nékolik cytokint, chemokind, enzyma, adheznich molekul a
kindz (Aggarwal and Harikumar, 2009; Begum et al., 2008; Chainani-Wu, 2003). NFkB
signdlni draha a jeji aktivace je jednou z nejdllezitéjsich faktor( v patofyziologii zanétu
vznikajiciho po MP (Bethea et al., 1998). NFkB je prozanétlivy modulator a maze byt
aktivovan oxidativnim stresem a cytokiny uvolnénymi po primarnim poskozeni pfi MP
(Chen et al.,, 1999). NFkB reguluje promotery nékolika zanétlivych cytokind vcetné
interleukind a TNFa,, které ndsledné aktivuji dalSi NFkB faktory a tento okruh aktivace je
zvétsuje a zhorSuje posSkozeni nervové tkdané po MP (Moon et al., 2009). Nase EGCG
studie ukdzala, Ze rovnéz tato latka sniZuje aktivitu NFkB drahy spolu se snizenim hladiny
CCL5, IL2, IL6, MIP1o a IL12 béhem prvniho tydne po MP. Ke snizeni IL2, MIP1co a I1L12
doslo i po podani kurkuminu, ktery navic snizoval i hladinu TNFa (Machova Urdzikova et

al., 2015).
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TNFa je hlavnim medidtorem pfi vétsiné zanétlivych onemocnéni. Také EGCG ma
na jeho hladiny vliv, nejprve dochazi k po¢atecnimu vzestupu 1 den po MP s naslednym
poklesem, ktery pretrvava az do 14. dne, pouze 10. den bylo pozorovano nesignifikantni
zvySeni. Podobnych vysledk( dosahl Alvarez-Perez a spol., v jejichZ studii byla hladina
tohoto proteinu snizena 7 a 14 dni po kontuzi michy (Alvarez-Perez et al., 2016). Xifro a
spol. nalezli snizenou hladinu TNFa 14 dni po MP, avSak Zadny rozdil mezi EGCG |éCenou
a nelécenou skupinou 56 dni po MP (Xifro et al., 2015).

U studie Ié¢ebného potencidlu nanokurkuminu jsme stanovovali hladinu mRNA
zanétlivych cytokind v misté léze 24 hodin po MP. Pozorovali jsme signifikantni snizeni
hladiny mRNA //11, silny trend k poklesu prozanétlivého cytokinu //1 a mirné snizeni
dalSich prozanétlivych cytokin jako Tnfa, 116, Ifny a Ccl5. 1L11 ma vice funkci, pfedevsim
je regulatornim cytokinem zanétlivé reakce. V akutni fazi po poranéni je sekretovan
hlavné reaktivnimi astrocyty s vrcholem genové exprese 24 hodin po MP (Cho et al.,
2012; Zhang et al., 2006). IL1J je rovnéz dulezity prozanétlivy cytokin hrajici hlavni roli
v zanétlivém procesu v poranéné miSe (Pineau and Lacroix, 2007; Sato et al., 2012).
Nanokurkumin potlacil aktivaci reaktivnich astrocytl, coZz by mohlo vysvétlit snizeni
exprese Il11 a ll14. Snizeni Ifny koreluje se sniZzenim jeho induktoru //12 (Cavaillon,
2001). Dale jsme pozorovali mirné nesignifikantni zvyseni protizanétlivych cytokinG //10
all13.

Ve skupiné [é¢ené nanokurkuminem jsme sledovali genovou expresi vybranych
cytokint jesté 14 dni po MP. Protizanétlivé cytokiny //10 a I/13 byly mirné zvySeny oproti
kontrolni skupiné. Nastala signifikantni upregulace //112, coz koreluje s mirnou upregulaci
Ifny. Avsak nékolik studii ukazuje, Ze hladinu cytokinu IL12 zvySuje nejen zvySena exprese
IFNy, ale také protizanétlivy IL10 (Gerosa et al., 1996; Jeannin et al., 1996; Meyaard et
al., 1996). Protizanétlivé a regenerativni plisobeni IL12 po MP bylo pozorovano Yaguchi
a spol., ktery ukazal snizenou tvorbu gliové jizvy, vice myelinizovanych axon( a zlepSeni
motorickych funkci zvifat po MP po aplikaci IL12 (Yaguchi et al., 2008). V nasi dfivéjsi
studii (Machova Urdzikova et al., 2015), jsme po |écbé kurkuminem také nalezli zvySenou
hladinu cytokinu IL12 14 dni po MP. DalSi zménou v ¢ase po lé¢bé nanokurkuminem byla
zvySend exprese Ccl5 14 dni po MP. Navzdory didkazlim o neurodegenerativnim vlivu

zvySeného CCL5 v T-lymfocytech po MP existuji také studie ukazujici jeho
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neuroprotektivni efekt. Nékteré geny regulované pravé CCL5 hraji dlleZitou roli
v prezivani neuronu a diferenciaci (Wynn, 2004). Tripathy a spol. ukazali, Ze aplikace
CCL5 na primarni kortikalni neuronové kultury zvysSuje jejich prezivani (Tripathy et al.,
2010).

Dalsim upregulovanym genem po 14 dnech byl //11, ktery ma imunoregulacni
funkci pro IL6 a CNTF. Bylo ukadzano, Ze IL11 zvySuje pocet oligodendrocytl, zmirfiuje
demyelinizaci a zvySuje remyelinizaci a tvorbu myelinu in vitro i in vivo (Zhang et al.,
2006; Maheshwari et al.,, 2013; Mehler et al.,, 1993). AvsSak presnd role IL11
v patofyziologii MP stdle neni plné objasnéna (Cho et al., 2012).

Studiemi bylo ukazano, Ze jednim ze spolec¢nych cilG pdsobeni kurkuminu a
EGCG je toll-like receptor 4, ktery je inhibovan, a tim dochazi k inhibici NFkB drahy
v perifernim i centralnim nervovém systému (Kuang et al., 2012; Seong et al., 2016; Youn
et al., 2006). Avsak dynamika tcinku 1éCby EGCG se od kurkuminu lisi, nebot prvni den
po lécbé EGCG je hladina vétsiny sledovanych cytokin( zvysend, kurkumin ma efekt
opacny (Machova Urdzikova et al., 2015). To m{ze byt vysvétleno pomalejsim nastupem
ucinku EGCG oproti kurkuminu nebo jeho nizkou davkou.

V klasickém behaviordlnim testu BBB jsme v Iéfenych skupinach pozorovali
pouze trend ve zlepSeni lokomocnich funkci. Skupina [é¢ena EGCG dosahla signifikantné
lepsich vysledkl v testu chlize po tyci v obou hodnocenych parametrech (¢as i skore).
Tento test vyZaduje slozitéjsi komplexni vykon nez méné specificky BBB test. Rovnéz
v experimentu provedeném Alvarez -Perez a spol. (Alvarez-Perez et al., 2016) nebylo
prokdzano, Ze by aplikace EGCG po kontuznim poranéni mysi michy vedla k
signifikantnimu zlepSeni motoriky hodnocené béinym lokomocénim testem chlize v
otevieném prostoru a statisticky rozdil byl zaznamendn az u slozZitéjsiho testu chlize po
tyci, ktery vyZzaduje kombinaci motorickych dovednosti s motivaci a socidlnimi
behavioralnimi schopnostmi. Jak jiZ bylo dfive popsano, EGCG ovliviuje akutni stresovou
reakci (Adachi et al., 2006) a diky své antioxidacni aktivité zlepSuje prostorové kognitivni
schopnosti ucit se (Haque et al., 2006). Lé¢ba EGCG rovnéz zlepSuje uceni a pamét pri
stresovych poruchach (Soung et al., 2015). K pozorovanému zlepseni v testu chGzi po
ty¢i maze vice nez motorické zlepsSeni prispét zlepseni téchto kognitivnich schopnosti. U

zvifat lécenych nanokurkuminem hlubsi kinetickd analyza pohybu odhalila funkéni
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zlepSeni v parametrech vyska HKK a protrakce zadnich koncetin, ktery svédci o lepsi
podpofe vahy a biomechanice pohybu.

Senzorické funkce a termalni hyperalgezie byla mérena plantar testem, ktery
méri dobu potifebnou k ucuknuti zadni koncetiny, na kterou je cilen termalni stimul.
Zadna ztestovanych latek ani kombinace EGCG a kurkuminu vyrazné neovlivnila
termdlni nocicepci.

U EGCG i kurkuminu byl popsan jejich protektivni efekt na poSkozenou misni tkan
(Tian et al., 2013; Renno et al.,, 2014; Alvarado-Sanchez et al., 2019). Vysledky nasi
analyzy ukazaly mistni nesignifikantni vliv EGCG a kurkuminu na zachovani bilé i Sedé
hmoty. U skupiny I|éCené nanokurkuminem byl vSak rozdil oproti Ié¢ené skupiné
signifikantni v bilé hmoté kranidlné od centra léze. Skupina s kombinaci EGCG a
kurkuminu se od kontrolni nelisila, jevila vsak silny trend ke snizeni velikosti kavity. Vliv
EGCG na velikost kavity byla rovnéZ prokazana v experimentu provedeném autory
Renno a spol., ktefi u lécenych mysi nalezli kromé mensi oblasti [éze i vy$Si expresi GAP-
43 (Renno et al., 2014). Nesignifikantni trend ke zvyseni poctu GAP-43 pozitivnich vldken
mély i naSe |éCby jednotlivymi latkami, jejich kombinace dostdhla az témér na hranici
signifikance (p = 0.057).

Kurkumin i EGCG maji vliv také na pocinajici fibrézu a vznik gliové jizvy. U
jednotlivych l1é¢eb kurkuminem nebo EGCG jsme sice nepozorovali zmény v ploSe GFAP-
pozitivni tkané, doslo ale ke snizeni poctu protoplazmickych astrocytd u obou skupin.
SniZeni poctu astrocytl po EGCG Iécbé bylo popsano i ve studii provedené Alvarez-Perez
a spol. (Alvarez-Perez et al., 2016). Kombinovand terapie neméla vliv na pocet
protoplazmatickych astrocytll, avsak doslo k signifikantnimu snizeni GFAP-pozitivni
plochy v centrdlni c¢asti léze. Vysledky skupiny lééené nanokurkuminem ukazuji
signifikantné nizsi plochu jizvy i snizeni po¢tu protoplazmatickych astrocytli ve stfedu
léze. Tento lepsi vysledek Ié€by nanokurkuminem mze byt dan jeho lepsi dostupnosti
v téle diky lepsi rozpustnosti v tekutinach.

Ve skupiné lécené EGCG jsme sledovali reakci makrofagl v misté poranéni.
Makrofagy byvaji rozdélovany do dvou skupin — klasickou cestou aktivované M1 a
alternativni M2. Zatimco akumulace M1 makrofagli podporuje zanétlivou reakci

v nervové tkani, M2 makrofaglim je pfisuzovana schopnost blokovat zanét a podporovat
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regeneraci (Kigerl et al., 2009). Avsak toto rozdéleni neni jednoznacéné a spiSe existuje
celd skala bunécénych typl neZ rozdélené skupiny (Hawthorne and Popovich, 2011).
Transplantace makrofagl s M2 fenotypem nebo manipulace endogennich makrofagl do
M2 fenotypu zmirfiuje patologii, podporuje regeneraci a napomaha funkénimu zlepseni
po MP u potkanu (Guerrero et al., 2012; Rapalino et al., 1998; Nakajima et al., 2012;
Miron et al., 2013). Aplikace EGCG ma vliv na expresi markerd makrofagl, 10 dni po MP
zvySuje genovou expresi markerd pro M1 makrofagy (Cd86 a Irf5) a 28 dni po MP naopak
zvySuje genovou expresi markerd M2 makrofagl (Cd163 a Mrc1). Touto zménou jejich
fenotypu ovliviiuje zanétlivou reakci po MP.

EGCG, kurkumin, jejich kombinace i nanokurkumin ukazaly prospésny vliv na
nanokurkumin prokdazal i zlepSeni motorickych schopnosti. VSechny latky ovliviuji
gliovou jizvu. Nebyl prokdzan synergicky efekt kombinace EGCG a kurkuminu.
Nanokurkumin se zda byt vhodnéjsi a ucinnéjsi terapii. Vysledky téchto studii vsak

podporuji protizanétlivé ucinky vSech téchto latek.

73



6 ZAVER

V nasSich studiich jsme sledovali terapeuticky potencial FBM a pfirodnich
protizanétlivych sloucenin EGCG a kurkuminu, jejich kombinace a Cisté syntetické formy
nanokurkuminu na nasledky experimentalniho MP. Ve vSech studiich byl pouzit model
baldnkové kompresni |éze u potkana a IéCebny efekt byl sledovan sérii behavioralnich
testl, histologickou a imunohistochemickou analyzou spolu se stanovenim hladin
cytokini a mérenim genové exprese mRNA vybranych gend.

Jednim z cil(l prace bylo sledovat efekt Ié¢by laserovym svétlem o dvou vinovych
délkach 808nm a 905nm. Tato terapie sniZila rozvoj MP a méla signifikantni vliv na
funkéni zlepSeni. Potkani zlécené skupiny dosahli lepSich vysledkli ve vsSech
behavioralnich testech a méli rovnéz signifikantné nizsi miru hyperalgezie. Po |é¢bé byla
vice zachovana misni hmota po krajich |éze a doslo ke sniZeni poctu protoplazmatickych
astrocytl v kaudalni ¢asti michy. RovnéZz jsme pozorovali upregulaci prospésnych M2
mikroglii/makrofagu.

V dalSich studiich jsme hodnotili vliv 1écby pfirodnimi slou¢eninami EGCG,
kurkuminu, jejich kombinace a C(Cistého syntetického nanokurkuminu. VSechny
zminované latky ovlivnily imunitni odpovéd’ vyvolanou nasledky MP. Po podani EGCG
jsme stanovovali aktivitu prozanétlivé drahy NFkB a vysledky analyzy ukazaly jeji
snizenou aktivitu jiz 3 dny po MP, nejvyssi inhibici jsme pozorovali po 28 dnech. EGCG
rovnéz snizuje hladiny prozanétlivych cytokinG CCL5, IL2, IL6, MIP1a a IL12 béhem
prvniho tydne po MP. Ovliviiuje také fenotyp makrofagl v misté léze, nejprve zvySenim
genové exprese markertl M1 10 dnl po MP, poté zvySenim markerd M2 28 dni po MP.

Po kombinovaném podani EGCG a kurkuminu jsme pozorovali pouze trend ke
zvySené tvorbé novych axonalnich kolateral a mensi kavitu v misté po poranéni.
Porovnanim vysledku s jednotlivymi aplikacemi jsme neprokazali jejich synergicky efekt.

Poslednim cilem prace bylo podani syntetického nanokurkuminu navazaného na
nanonosi¢ a hodnoceni efektu jeho aplikace na nasledky MP. V této studii jsme potvrdili
protizanétlivé ucinky kurkuminu a jeho schopnost modulovat kaskddu sekundarnich
reakci po MP. Ve skupiné zvifat lé¢ené nanokurkuminem byla vice zachovana bild misni
hmota v kranialni casti, snizend tvorba gliové jizvy a nizsi pocet protoplazmatickych

astrocytl. 24 hodin po MP doslo k signifikantnimu snizeni hladiny mRNA //11 a
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pozorovali jsme silny trend k poklesu mRNA prozdnétlivého cytokinu //14a mirné snizeni
dalsich prozanétlivych cytokin( jako Tnfa, 1l6, Ifny a Ccl5. 14 dni po MP byla hladina
MRNA protizanétlivych cytokin( //10 a //113 mirné zvySena oproti kontrolni skupiné a

nastala signifikantni upregulace 1/12.
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7 SOUHRN

Vsechny naSe studie ukazaly terapeuticky potencidl pfi [écbé nasledkl
experimentalniho poranéni michy potkana zptsobené balénkovou kompresni |ézi. FBM,
EGCG, kurkumin, jejich kombinace i nanokurkumin maji imunomodulac¢ni efekt a
ovliviuji gliovou jizvu. FBM ma signifikantni vliv na rychlejsi funkéni zlepSeni zadnich
koncetin, coz bylo prokdzano Sirokou sérii testd vcetné kvantitativni analyzy. Nase
vysledky naznacuji, Ze na tomto efektu se muizZe podilet schopnost FBM ovliviiovat
fenotyp mikroglii/makrofagli do M2 typu.

PFi srovnani podani samotnych latek EGCG, kurkuminu a jejich kombinace nebyl
prokadzan synergicky efekt. Obé latky mirné pfispivaji k zachovani tkdné a zmirnuji
imunitni odpovéd, jejich kombinaci vSak nebylo dosaZeno lepSich vysledk(. Dlvodem
mUZe byt nedostatecna biologickd dostupnost kurkuminu v séru a tkanich diky jeho
Spatné rozpustnosti a rychlé metabolizaci v jatrech a stfevech. O feseni tohoto problému
je usilovano upravou vlastnosti této molekuly. Pro nasi dalsi studii jsme pouzili vysoce
Cisty kurkumin spojeny s Lipodisq™, co? jsou lipidové diskoidni biodegradaliblni
nanocdstice o priméru 10 — 25 nm, které umoznuji inkorporaci hydrofobnich a Spatné
rozpustnych slouceniny. Samotny kurkumin je rozpustny v organickych rozpoustédlech
a neni rozpustny ve vodé, avSak nanokurkumin (kurkumin spojeny s Lipodisq™) je
rozpustny ve vodeé i fyziologickém roztoku.

U vSech sledovanych terapii zastava otazkou jejich zplsob poddni a davkovani.
VSechny terapie vykazuji duadlni charakter, v pfilis vysokych koncentracich (energiich)
jsou Skodlivé a toxické, proto je potfeba dalSich vyzkumnych praci. Vysledky nasich

studii vSak podporuji protizanétlivé ucinky vsech téchto terapii.
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8 SUMMARY

Our studies showed the therapeutic potential for treatment of SCI in rats. We
used experimental model of injury caused by balloon compression lesion.
Photobiomodulation, EGCG, curcumin, their combination and nanocurcumin have an
immunomodulatory effect and they influence the formation of glial scar.
Photobiomodulation has significant effect on faster functional recovery of hindlimbs,
which was proved by broad battery of tests including quantitative kinetic analysis of the
movement. Our results suggest the influence of photobiomodulation on polarization of
microglia/macrophages to M2 phenotype.

We did not observe the synergic effect of combination treatment of EGCG and
curcumin when comparing with individual treatments. Both compounds slightly
preserved spinal cord tissue and mitigated immune response, but better results were
not obtained by the combination of the compounds. The reason might be the
inadequate biological availability in serum and tissue due to poor solubility and fast
metabolism of the curcumin. The modification of properties of curcumin should help.
For our next study we used highly pure curcumin binded to Lipodisq™, which are lipid
discoid biodegradable nanocarriers enabling incorporation of hydrophobic and poorly
soluble compounds. Curcumin itself is soluble only in organic dissolving agents and non-
soluble in water. However, nanocurcumin is soluble in water and physiological solutions.

Further investigation is needed for finding the best route of administration and
dosage. All therapies show biphasic character and they are harmful in too high
concentrations (energies). However, our results demonstrated the anti-inflammatory

effect of all therapies.
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